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^= (54) Title: PEPTIDES HAVING AFFINITY FOR THE GP120 VIRAL PROTEIN AND USE THEREOF 

(54) Titre : PEPTIDES PRESENTANT UNE AFFESTITE POUR LA PROTEINE VIRALE GP120. ET UTTLISATION DE CES 
PEPTIDES 

Abstract: The invention concerns a family of peptides exhibiting high afifinity and specificity for the gpl20 viral protein, and 
methods for producing said peptides, and the use of said peptides. The inventive peptides are characterised in dial they con^xrise 
^= the following sequence (A): TPA-Pi-Cys-P^-Cys-P'-Cys-Ala or Gln-Gly or (D) Asp or Ser or His or Asn-Xaa^-Cys Thr or Ala-Cys- 
Xaa*^-NH2i wherein TPA represents thiopropionic acid; Xaa' represents p-naphthylalanine, phenylalanine or bi-phenylalanine; Xaa*^ 
represents Gly, Val or lieu; P^ represents 3 to 6 amino acids, P^ represents 2 to 4 amino acids and P^ represents 6 to 10 amino acids, 
the amino acids in P^, P^ and P^ being natural or synthetic, identical or different and P^ P^ and P?3 ^having or not having a common 
sequence, said peptide having a P hairpin conformation whereof the p bend is formed by Ala or Glu-Gly or CDAsp or Ser or ITis 
Qj. Asn-Xaa!^ amino acid residues of its sequence (A). Said peptide can be used for making a medicine, a vaccine, a chromatography 
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column and for screening. 

(57) Abr^^ : La pr^ente invention se rapporte k une familie de peptides pr^sentant une affinity et une sp&ificit6 61ev6es pom- 
la protfine virale gpl20. k des proc&Jds de fabrication de ces peptides, et k T utilisation de ces peptides. Le peptide de la pr^ente 
invention se caract&ise en ce qu'il comprend la sequence (A) suivante : TPA - P^ - Cys - P^ - Cys - P^ - Cys - Ala ou Gin -Gly ou 
(D) Asp ou Ser - Ser ou His ou Asn - Xaa* - Cys Thr ou Ala - Cys- Xaa^ - NHj dans laquelle TPA repr&ente T acide thiopiojnonique, 
Xaa' repr&ente la P-napthylalanine, la phenylalanine ou la bi-ph6nylalanine. Xaa!^ repr^sente Gly, Val ou lieu, P^ r^ir6sente 3k6 
acides amines, P^ repr^sente 2^4 acides amines et ?^ represente 6 i 10 acides amines, les acides amines dans P^ P* et P* 6tant 
naturels ou non naturels, identiques ou differents et P^ et P^ ayant ou non une sequence commune, ledit peptide pr^sentant une 
conformation en 6pingle k cheveux p dont le coude P est form6 par les r^sidus acides amines Ala ou Glu - Gly ou CDAsp ou Ser ou 
His ou Asn- Xaa'^.de sa sequence (A). II pent 6tre utilise pour fabriquer un medicament, un vaccin, une colonne dechromatographie 
et pour faire un criblage. 
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En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
Hons, se referer aux ""Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de cheque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 
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PEPTIDES PRESEMTAirr DNE AFFINXTE POUH lA PROTEIME 
VIRALE GP120, ET UTILISATION DE CES PEPTIDES 

DESCRIPTION 

5 

Domaine technique 

La presente invention se rapporte S une famille de 
peptides prSsentant une affinite et une specificity 
elevees pour la proteine virale gpl20, a des precedes 
10 de fabrication de ces peptides, et a 1' utilisation de 
ces peptides. 

La proteine virale gpl20 est une glycoprot^ine de 
I'enveloppe du virus de 1' immunod^f icience. Elle 
intervient dans la premiere etape du cycle de 
15 replication du virus, c'est ^ dire dans 1' etape de 
reconnaissance de Isl proteine CD4 de la membrane des 
lymphocytes par I'enveloppe du virus, et de fusion des 
membranes pour 1' internalisation de la nucliocapside . 
II s'agit en fait de la proteine la plus exteme du 
20 site de reconnaissance de la proteine CD4 par 
I'enveloppe du virus - 

II existe de nombreux virus de 1 ' immunod6f icien.ce 
comportant une proteine de I'enveloppe analogue a la 
proteine virale gpl20. Parmi ceux-ci on peut citer le 
25 virus de 1 ' immunodef icience humaine (VIH) , le virus de 
1' immunodef icience simienne (VIS), le virus de 
1' immunodef icience des ovid^s {VI SNA) , le virus de 
1' immunodef icience bovine (VIB) , et le virus de 
1' immunodef icience des feiins (VIF) . 
30 Certains peptides de la presente invention sont 

capables de se fixer ^ la proteine virale gpl20 de 
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I'enveloppe virale, d'inhiber la fixation de la 
proteine virale gpl20 au r^cepteur CD4, avec des 
valeurs de CI50 entre 0,1 et 4 00 nM en fonction de leur 
sequence. Certaines de ces molecules sont capables 
5 d'inhiber 1* infection de lymphocytes T par le virus VIH 
avec par exemple une DEso (Dose Effective 50%) de 100 a 
900 nM. En outre, la fixation de ces molecules a la 
proteine virale gpl2 0 recombinante induit une variation 
conf ormationnelle dans celle-ci qui demasque de 

10 nouveaux epitopes, avec la meme efficacite que la 
molecule CD4 soluble. 

Les peptides de la presente invention peuvent 
trouver des applications therapeutiques et vaccinales. 
lis permettent aussi la conception de nouvelles 

15 molecules utiles, par exemple, dans la detection mais 
aussi dans la purification de la proteine de 
I'enveloppe du VIH et dans la decouverte de nouveaux 
medicaments anti-SIDA. 

20 Art anterieur 

De nombreuses recherches sont menSes pour trouver 
des traitements et des moyens de prevention efficaces 
de 1' infection par le virus de 1 ' immunodSf icience et 
notamment de 1' immunodef icience humaine (VIH). Les 

25 difficultes majeures concement le developpement de 
vaccins et de traitements immunotherapeutiques 
efficaces. Ceci est du en particulier ^ la variabilite 
du virus, a la difficulte de comprehension du mecanisme 
de son entree dans les cellules cibles et de la reponse 

30 immunitaire n^cessaire pour la protection de 
1' infection par le virus. 
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Dans la description qui suit, les references entre 
crochets renvoient aux documents de la liste de 
references annexee . 

Comme le d^montre 1' analyse de la structure 

5 tridimensionnelle du complexe CD4-gpl20 [l] (voir 
references annexees) , les Elements structuraux du CD4 
critiques pour sa liaison a la glycoproteine virale 
gpl20 incluent les acides amines Gly38, Gln4 0, Gly41, 
Ser42, Phe43, Thr45, qui sont compris dans la region 

10 36-47, et l'arginine-59 du CD4 . La region 36-47 du CD4 
a 6te assimilee H la region CDR2 des immunoglobu lines 
et present e une structure ordonnee en ep ingle a 
cheveiax. Cette structure est formee d'un brin p (C ) , 
correspondant a la sequence 36-40, suivie d'un coude 

15 correspondant a la sequence 40-43 qui permet a un 
deuxieme brin P (C"), correspondant k la sequence 
43-47, de former avec le premier une structure P 
antiparallele. Cette structure est stabilisee par des 
liaisons hydrogene entre 1' azote amidique des r^sidus 

20 Gly38, Gln40, Phe43, Thr45, Gly47 du premier brin P et 
1 ' oxygene carbonylique des residus , respect ivement , 
Thr45, Phe43, Gln40, Gly38, Ile36 du deuxieme brin p. 
Cette structure en Spingle a cheveux a un role central 
dans 1' interaction du CD4 avec la protSine virale gpl20 

2 5 et accomplit une double fonction: premiSrement , elle 
permet aux acides amines Gly3 8, Gln4 0, Gly41, Ser42, 
Phe43 et Thr4 5 de former une surface moleculaire 
complementaire a la surface d' interaction de la 
proteine virale gpl20 et, en particulier, permet a la 

30 chalne laterale de la Phe43 de s'inserer a 1' entree 
d'une cavit§ hydrophobe dans la surface moleculaire de 
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la proteine virale gpl20 ; deuxiemement , elle permet 
une interaction de type feuillet p entre les squelettes 
polypeptidiques du brin P C" du CD4 et le brin Pl5 
(residus 365-368) de la proteine virale gpl20 . 
5 L'arginine 59 (Arg59) a aussi un role critique dans 
1' interaction CD4-gpl20, puisque le groupement 
guanidinium de sa chalne latSrale forme un double pont 
hydrogene avec la chaine laterale du rSsidu Asp368 de 
la proteine virale gpl20, permettant la stabilisation 

10 de 1' interaction de type structure p entre les brins C" 
du CD4 et pl5 de la proteine virale gpl20. Des 
experiences de mutagenese dirigee ont demontre que tous 
ces residus du CD4 jouent un role critique dans 
1' interaction avec la protSine virale gpl20 [2], [3]. 

15 La reproduction de cette structure ordonnSe en 

epingle a cheveux et de la conformation des chaxnes 
laterales de ses r€sidus est critique dans une molecule 
qui doit se fixer sur la proteine virale gpl20 au site 
d' interaction du CD4 . Le fait que des constructions 

20 peptidiques simples, comme un peptide lineaire 
correspondant a la sequence 37-53 et un peptide 
cyclique correspondant k la sequence 37-46 du CD4, ne 
possedent pas une affinity mesurable pour la proteine 
virale gpl20, en est une demonstration [4]. 

25 

L' infection des cellules CD4 par le VIH est mediee 
par une interaction de haute af finite entre I'enveloppe 
virale et le CD4 . Des experiences de mutageneses et de 
competition avec des anticorps ont permis de localiser 
3 0 dans le domaine Dl du CD4, la surface de contact avec 
la proteine gpl20 de I'enveloppe virale. La structure 
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tridimensionnelle d'une forme recombinante 

fonctiohnelle de la glycoproteine gpl20, mais d616t6e 
des boucles V1-V2-V3 et des regions N- et C-terminales, 
en complexe avec les domaines D1D2 du CD4 et avec le 
fragment Fab d'un anticorps monoclonal, a ete rSsolue 
recemment par cristallographie [1]. Dans cette 
structure / le CD4 interagit avec une large depression 

e 

de la surface molSculaire (800 ) de la protSine 
virale gpl20, en utilisant une large surface 

e 

moleculaire (742 ) , qui est centrSe autour de la 
rSgion qui a 6tS assimilSe a la region CDR2 des 
immunoglobulines. Au coeur de la depression moleculaire 
de la proteine virale gpl20 s'ouvre une cavitS etroite 
et profonde, la "cavitS Phe43", dans laquelle la chaine 
15 laterale de la Phe43, au sommet de la region CDR2 du 
CD4, occupe 1' entree. La resolution de cette structure 
confirms les donnees precedentes de mutageneses qui 
indiquent le residu Phe43 et toute la boucle CDR2 comme 
fonctionnellement tres import ants, et propose cette 
20 dernidre comme cible possible pour. 1" inhibition de 
1 ' attachement des virions VIH-1 aux cellules. 
L' interaction gpl20-CD4 permet la fixation du virus k 
la membrane des cellules cibles et represente la 
premiere interaction proteine -proteine dans le 
25 mecanisme de 1» infection. N^anmoins, d'autres 
co-rece"pteurs sont necessaires pour une entrSe efficace 
du VIH dans les cellules. II s'agit du CXCR-4 [5], [6], 
qui est ' implique dans 1 • entree des souches virales 
lymphotropiques (X4) et du CCR-5 [7], [8], qui est 
30 implique dans 1 'entree des souches M-tropiques (R5) et 
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de la plupart des isolats priniaires. Plusieurs preuves 
indiquent que la fixation de la protSine virale gpl20 
sur le CD4 produirait des variations conformationnelles 
dans la glycoproteine de I'enveloppe, qui exposeraient 
5 de nouveaux sites, d€tectables par des anticorps 
specif iques, denommes CD4i, et augtnenteraient 
I'af finite de 1 ' enveloppe pour les recepteurs des 
chemokines [9], [10], les co-r6cepteurs de 1' entree. 
Apres fixation du CD4 et du co-rgcepteur par la 
10 protSine virale gpl20, d'autres variations 
conformationnelles conduiraient S line reorganisation 
structurale de la gp41, qui aboutirait a !• exposition 
de son peptide fusogSne, puis S la fusion des membranes 
virales et cellulaires et enfin k I'entrSe de la charge 
15 virale dans la cellule. 

La structure cristallographique de la proteine 
virale gpl20 complex6e au CD4 a permis d'elucider un 
des mecanismes qu' utilise le VIH pour echapper a la 
reponse immune. On savait deja que la proteine de 
20 I'enveloppe gpl20 possedait des regions hypervariables 
et fortement glycosylees. La structure 

cristallographique a demontre en fait que les regions 
hypervariables et les regions hautement glycosylees 
forment la surface moleculaire exposee de la proteine 
25 virale gpl20, qui correspond aussi a la surface 
accessible des virions. Seules quelques regions de la 
surface molSculaire de la proteine virale gpl20 sont 
conservees et peuvent etre la cible des anticorps. Ces 
regions ne sont pas normalement accessibles et sont 
30 probablement protegees par les boucles hypervariables 
'(V1-V2-V3) qui dans la proteine cristallisee ont et€ 
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d616tges, et sont done invisibles. Une de ces regions 
est une surface proche du site d' interaction pour les 
ricepteurs des chemokines, et accessibles aux anticorps 
CD4i, apres fixation de I'enveloppe au CD4 - Le site de 
liaison au CD4 est une autre surface exposee et 
conservee : cependant, cette surface est presente dans 
une cavite de la proteine virale gpl20 et n'est done 
pas accessible aux anticorps, mais peut accommoder le 
CD4 qui prSsente un seal domaine d ' imraunoglobuline a la 
difference des anticorps qui utilisent dexax domaines 
pour la reconnaissance molSculaire. 



Les outils aujourd'hui disponibles pour la 
reconnaissance de la proteine de I'enveloppe (gpl20) 

15 sont limit^s. Il s'agit des anticorps CD4i (11], [12], 
[13], qui sont capables de fixer un large spectre 
d'enveloppes primaires ; toutefois, leur affinitS pour 
I'enveloppe virale est faible et augmente seulement en 
presence de CD4 ; ce qui ne rend pas leur utilisation 

20 facile et aisee. D'autres anticorps, tel le IgGlbl2, 
F105 ou 15e ne seraient pas capables de reconnaitre 
tous les isolats primaires. Une molecule de CD4, 
marquee avec la biotine pourrait aussi representer une 
solution. Cette molecule est commercialement disponible 

25 (Intracel) . Malheureusement , son prix est elev^ et ses 
propriStSs fonctionnelles de fixation de la proteine 
virale gpl20 ont ete fortement diminuSes (de 100 fois) 
par la reaction de biotinylation, ce qui limite 
fortement son utilisation. 



30 
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L- inhibition de 1 • interaction de la prot^ine 
virale gpl20 avec le rScepteur principal de 1' entree, 
le CD4, par un CD4 recombinant soluble et/ou par des 
chimdres d • immunoglobulines contenant des domaines du 
5 CD4, a ete I'une des premiSres approches thSrapeutiques 
suggerees et experiraentees pour 1- inhibition de 
1' infection par VIH-l. Ces molecules sont efficaces in 
vitro dans 1' inhibition de 1' infection virale seulement 
dans le cas de souches adaptees au laboratoire, mais 
10 sont inefficaces dans le cas de nombreux isolats 
primaires. La degradation rapide in vivo de ces 
constructions d^rivSes du CD4 et leur affinitS plus 
faible pour I'enveloppe virale des isolats primaires 
ont ete proposees comme causes principales de leur 
15 inefficacitS. Cependant, des Studes ont d6montr6 que 
1 'affinity, pour le CD4, des gpl20 recorobinantes 
tnonom#riques de certains isolats primaires n'est pas 
significativement diff^rente de celle de gpl20 issues 
de souches de laboratoire. La nature oligomerique de la 
20 proteine virale gpl20 a la surface du virus, la densite 
et la structure du CD4 a la surface des cellules 
permissives et peut etre la presents d'autres 
interactions molSculaires non encore clairement 
elucidees ou d'autres molScules accessoires d' entree 
25 pourraient jouer un role important dans le mScanisme de 
!• entree et representer d'autres causes de 
I'inefficacite des proteines CD4 solubles comme 
antagonistes de 1' entree. Le developpement d- agents 
antiviraux qui ciblent la proteine virale gpl20 
30 present e un challenge majeur, a cause de la grande 
variability gen^tique de la proteine de I'enveloppe, 
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facteur qui peut expliquer 1 • inef f icacite de beaucoup 
d' inhibiteurs de la proteine virale gpl20. NSanmoins, 
le fait que les residus qui contribuent S former le 
coeur du site de liaison de la proteine virale gpl20 
5 pour le CD4 sont formes par des rSsidus tr^s conserves 
suggere que des inhibiteurs de la protSine virale gpl20 
peuvent etre efficaces contre un large spectre 

d* isolats VIH-l . 

Des constructions peptidiques derivees du CD4 ont 

10 6t€ proposees comme inhibiteurs de 1' infection virale : 
il s'agit d'un peptide mimetique structural de la 
boucle CDR2 du CD4 qui incorpore un groupement phenyl 
mimant la Phe43 [14] et un peptide cyclique 
correspondant a la boucle CDR3 du CD4 et incorporant 

15 des rSsidus aromatiques additionnels [15]. Cependant, 
ces constructions presentent une activite antivirale 
faible limit^e Sl un isolat de laboratoire et, meme si 
elles ont ete congues au dSpart comme mimetiques 
structuraux du CD4, elles ne sont pas actives dans 

20 I'etape d' entree [16]. 

Actuellement, un certain nombre d ' inhibiteurs de 
1 ' interaction gpl20-CD4 ont ete proposes et presentent 
une application clinique. II s'agit par exemple d'une 
protSine recombinante de grosse taille, formee par la 
25 fusion ggnetique des domaines DID2 du CD4 avec les 
domaines constants d'une immunoglobuline IgG2 [17]. 
Cette construction PR0542 est en phase clinique I/II. 
Cette large proteine recombinante semble etre bien 
toleree par I'organisme huraain, mais son eff icacite 
depend d^une dose circulante €levee difficile a 
atteindre. Des molecules de plus petites tailles ont 



30 
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ete proposees comme inhibiteurs de 1 ' interaction 
CD4-gpi20 et sont en phase de test clinique. II 
s'agit : d'un colorant bis-azo FP21399 [18], identifie 
par une approche combinatoire, du phosphorothioate 
5 oligonucleotide zintevir (AR177) [19], d'un polymere a 
base de naphtaldne sulphonate, PRO200 0 [20] et d'un 
derive d'amidon, le dextrin 2-sulfate (D2S) [21], qui 
inhibent des isolats chimiques VIH-1 dans des cultures 
cellulaires, mais exigent des concentrations SlevSes- 

10 Parmi les inhibiteurs de I'entrSe, il y a aussi le SPC3 
[22], une construction peptidique synthetique 
multibranchee, qui, proposee I'origine comme un 

inhibiteur de 1 ' interaction CD4-gpl20, est ensuite 
revelee active dans une etape suivant 1 • attachement des 

15 virions aux cellules. D'autres molecules de petite 
taille ont ete proposSes comme inhibiteurs de 
I'entrSe : le bicyclam AMD3100 [23], le NSC651016 [24], 
le peptide T22 [25] et sa version plus r^cente T134 ou 
T140 [26] et le TAK779 [27]. Ces molecules sont des 

20 inhibiteurs de 1 ' entree virale, actifs sur les co- 
recepteurs de 1' entree CXCR4 et CCR5, mais n^ont aucune 
activite dans 1 ' interaction CD4-gpl20. Des peptides 
derives de la sequence de la region C-terminale de la 
glycoproteine gp4l, le peptide T20 (ou DP178) [28] et sa 

25 plus recente version amSlior^e DT1249 [29], sont 
d'autres inhibiteurs de 1 ' infection qui ciblent une 
phase transitoire de 1' entree, ultSrieure a 
1 ' attachement de I'enveloppe virale au CD4 et precedant 
la fusion des membranes virus cellule : ces peptides 

30 sont inactifs dans 1 ' interaction gpl20-CD4- La plupart 
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de ces produits sont actuellement en test clinique de 
phase I/II, mais leur efficacitS th^rapeutique reste 
encore H verifier. 

Le regime therapeutique anti-SIDA actuellement 
5 utilise en clinique, la tritherapie, coraporte une 
combinaison de trois inhibiteurs qui ciblent deux 
enzymes virales, la transcriptase inverse et la 
protease. Meme si la tritherapie est arriv€e a r^duire 
significativement la charge virale de beaucoup de 

10 malades, elle n'est pas capable meme dans les cas les 
plus favorables d'eradiquer la maladie, car des 
reservoirs dormants d' infection persistent toujours 
[30]. Le succSs partiel de la tritherapie d'une part et 
1' impossibility de stopper 1 • infection SIDA avec les 

15 protocoles thSrapeutiques actuels d- autre part, ont 
augmente la demande de nouveaux medicaments pouvant 
etre act if s au niveau d'autres cibles virales et 
augmenter le repertoire et I'efficacite des medicaments 
cliniques actuels. 



Des experiences dans le laboratoire de J.H. 
Nunberg, Montana Biotechnology Center, The University 
of Montana, Missoula, USA, ont demontre que le pontage 
chimique de formes proteiques presentes dans I'etape 
precedent la fusion virus -cellule representent de 
nouveaux immunogSnes qui sont capables d'induire la 
formation d'anticorps neutralisant le virus [31]. Le 
complexe de pre-fusion de I'enveloppe virale avec les 
recepteurs de 1' entree represente done une structure de 
grand interet actuellement, parce que cette structure 
pourrait representer la composante la plus importante 
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d'une formation proteique dans la preparation d'un 
vaccin contre le SIDA, Des experiences dans le 
laboratoire de A. DeVico, Institute of Human Virology, 
University of Maryland, Baltimore, USA, ont d^montr^ 
5 que le complexe gpl20-CD4, stabilise par pontage 
chimique ou comme proteine de fusion recombinante, 
represente une forme macromol€culaire qui expose des 
sites antigeniques crypt iques de la proteine virale 
gpl20 et qui est capable d'induire des anticorps 

10 neutralisants [32], [33]. L'obtention de ce complexe 
antigSnique par pontage chimique n*est pas 
satisf aisante car non homogSne et difficile ^ 
reproduire. Son obtention comme proteine recombinante 
ne conduit pas a une forme structuralement stable et 

15 efficace, Mais surtout , la presence du CD4 dans ces 
preparations pourrait presenter le danger d'induire une 
rSponse auto-immune dans un organisme d6ja 
immunologiquement deprime . 

20 Par ailleurs, la production de I'enveloppe virale 

dans sa forme recombinante monomer ique (gpl20) ou dans 
la forme plus native trimerique (gpl4 0 ou analogues) 
presente un interet tres important dans la recherche et 
dans la production a large echelle de formes 

25 recombinantes, potentiellement utilisables pour la 
vaccination. La purification de ces formes 
recombinantes n'est pas aisee et implique 1 ' utilisation 
de supports chromatographiques f onctionnalises avec des 
ligands, surtout des lectines, qui ne sont pas trds 

30 specif iques pour la proteine de I'enveloppe. 
L* utilisation d'un support chromatographique , contenant 
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le CD4 recombinant fixe covalement, introduirait une 
Stape plus specifique et efficace pour la purification 
de la prot6ine virale gpl20, mais le cout d'un tel 
support serait tres 61ev6 et cette prot§ine ne serait 
5 pas suf f isamment stable dans toutes les conditions 
d ' utilisation . 

Expose de 1' invention 

La presente invention fournit une famille de 

10 peptides qui miment le CD4 et pallient les 
inconvenients prScites de I'art anterieur. En effet 
elle fournit un peptide stable, presentant une tres 
forte affinit€ pour I'enveloppe du virus du SIDA, en 
particulier pour la proteine gpl20. 

15 Le peptide de la presente invention se caractSrise 

en ce qu'il comprend la sequence (A) suivante : 

TPA - P^- Cys - - Cys - - Cys - Ala ou Gin - 
Gly ou (D)Asp ou Ser - Ser ou His ou Asn - Xaa"^ - 
Cys - Thr ou Ala - Cys- Xaa^ - NHa 

20 dans laquelle TPA represente I'acide 

thiopropionique, Xaa*^ represente la p-napthylalanine, 
la phenylalanine ou la bi -phenylalanine , Xaa^ 
represente Gly, Val ou lieu, P^ represente 3 a 6 acides 
amines, P^ represente 2 a 4 acides amines et P^ 

25 represente 6 a 10 acides amines, les acides amines dans 
pi^ p2 p3 etant naturels ou non naturels, identiques 
ou different s et P^, P^ et P^ ayant ou non une sequence 
commune, ledit peptide presentant une conformation en 
epingle a cheveux p dont le coude p est forinS par les 

3 0 residus acides amines Ala ou Gin - Gly ou DAsp ou 
Ser- Ser ou His ou Asn- Xaa^ de sa sequence (A) . 
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Selon un mode de rgalisation de la presente 
invention, le peptide de la prSsente invention est 
caracterise en ce qu'il comprend la sequence (I) 
suivante : 

5 

TPA- Xaa*- Xaa**- Ala ou Gin ou His - Arg ou Phe - 

1 5 
Cys - Xaa*^- Xaa**- Arg - Cys - Lys - Xaa®- Xaa^- 

10 

10 Xaa^- Xaa**- Leu ou Lys - Xaa^ - Lys - Cys - Ala 

15 

ou Gin -Gly ou (D)Asp ou Ser - Ser ou His ou Asn - 
20 

Xaa^- Cys - Thr ou Ala -Cys - Xaa'^-NHa, 

15 25 

dans laquelle TPA represente I'acide thiopropionique, 
Xaa*, Xaa*", Xaa'^, Xaa"*, Xaa®, Xaa*, Xaa^, Xaa**, et Xaa^, 
sont des acides amines, naturels ou non naturels, 
identiques ou diff brents, Xaa^ represente Nal, Phe ou 

20 Bip, et Xaa^ represente Gly, Val ou lie. 

Le residu (D)Asp represente I'isomere optique D de 
I'acide aspartique, Nal represente la P-naphtylalanine ^ 
et Bip represente la bi -phenylalanine . 

Les inventeurs ont mis en Evidence que le peptide 

25 de la prisente invention def init par la sequence (I) , 
comportant un acide thiopropionique S la position 1 de 
la sequence, un residu Phe, Nal, ou Bip en position 23 
de la sequence (Xaa^) , et un residu Gly, Val ou lie en 
position 27 de la sequence (Xaa*^) presente une forte 

30 affinite et une grande sp^cificite de liaison pour la 
proteine gpl20 de I'enveloppe virale du virus de 
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25 



IS 



1' immunod^f icience . 

Ce peptide comporte 27 ou 28 rSsidus seulement, et 
prgsente una structure en ^pingle a cheveux constituee 
de dexix briiis S antiparallSles relics par un coude S de 
quatre rSsidus. Les deux brins antiparallSles, Stant a 
une distance pouvant donner des interactions a ponts 
hydrog^ne intramolSculaires , stabilisent la structure. 
Notamment, la distance entre les atoraes azote amidique 
et oxygene carbonylique de la liaison peptidique est de 



2 5 S 3 , 6 A . Cette structure bien def inie et stable 
reproduit des Pigments structuraux du CD4 critiques 
pour sa liaison a la glycoprotSine gpl20. 

La structure tridimensionnelle du peptide de la 
present e invention a St§ r^solue exp4rimentalement par 
15 resonance magn^tique nuclSaire <RMN) . Cette analyse 
demontre que 1' organisation tridimensionnelle de ce 
peptide reproduit le squelette peptidique de la 
structure en epingle ai chevevix du CD4, et la region 37- 
4 6 de ce peptide peut §tre superposge a la region 36-37 
du CD4 avec une deviation rms de seulement 1,05 A. En 
outre, les chaines laterales des residus Ala ou Gin 20, 
Ser 22, Xaa'' 23 (Nal, Phe ou Bip) , et Thr ou Ala 25 ont 
une orientation comparable a celle des residus 
correspondants du CD4 , a savoir Gin 40, Ser 42, Phe 43, 
et Thr 45- En particulier, la chaine lat^rale de Xaa"^ 
23 points du motif en epingle a chevexix dans une 
conformation semblable a celle de la Phe 43 du CD4 pour 
s' insurer a 1' entree d'une cavite hydrophobe de la 
protgine virale gpl20, renforqrant ainsi le lien avec 
30 gpl20. Arg et Lys aux positions 9 et 18 sont 
topologiquement equivalents aux rgsidus Arg59 et Lys3 5 
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de la prot^ine CD4 • 

TPA et les 5 cys du peptide forment des ponts 
disulfures qui presentent un appariement de type 1-3 r 
2-4 et 3-6 et stabilisent la structure en epingle a 
5 cheveux . 

Le motif structural en Epingle a cheveiix a une 
surface accessible au solvant et/ ou a une molecule de 
plus grosse taille telle qu'une proteine, ce qui peut 
favoriser son interaction avec la proteine de 

10 I'enveloppe virale. 

Les chaines latSrales des acides amines de la 
surface accessible au solvant de ce motif sont proches 
dans I'espace et forment une surface mol6culaire 
continue qui reproduit la structure de plusieurs 

15 r€sidus importants pour la liaison CD4-gpl20. 

La plate -forme structurale qpii contient le motif 
structural en epingle ^ cheveux contient aussi d'autres 
regions structurales capables d'accueillir des 
f onctionnalites chimiques additionnelles dans une 

20 position spatiale bien definie par rapport au motif 
structural en epingle a cheveux pouvant ainsi renforcer 
sa fonction biologique de liaison et/ou presenter des 
groupement de marquage . Par exemple, un groupement de 
biotine ou un groupement de fluoresceine a ete 

25 incorpore au niveau de la chaine laterale de la lysine 
11, sans provoquer de perte de I'activite biologique du 
derive. L • incorporation de ces groupements a permis 
1 'utilisation de ces derives dans des tests 
d' interaction avec la proteine de I'enveloppe, comme 

30 decrit ci-dessous. 

Selon 1' invention, la sequence (I) peut comprendre 
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en outre un residu proline lig au rSsidu Xaa^. Un 
residu proline ajoutS en position 28 stabilise 
I'extremite C-terminale et rend moins flexible le brin 
p C- terminal du motif structural en epingle ^ cheveux, 
5 Selon 1' invention, dans la sequence (I), Xaa^ peut 

etre Gly. 

Par exemple, le peptide de la presente invention 
peut comprendre une sequence choisie parmi les 
sequences ID n**4, ID n*^5, ID n°6, ID n*»7, ID n^S, ID 

10 n«9, ID n<^ 10, ID n<>ll, ID n°12, ID n«l3, ID noi4, ID 
n®15 et ID n**16 de la liste de sequence annexee. 

Le peptide de la presente invention peut etre 
obtenu par synthase chimique en phase solide ou par 
recorabinaison genStique. Aussi, la prSsente invention 

15 se rapporte Sgalement H un proc€d6 de fabrication du 
peptide selon 1' invention tel qu'il est defini ci- 
dessus, ledit precede comprenant une synthase chimique 
en phase solide dudit peptide. La synthase chimique 
peut etre rSalisee par exemple avec un synthetiseur 

20 automatique de peptide du type Applied Biosystems, 
mod.433A. Elle peut etre realisee par exemple en chimie 
Fmoc qui utilise le groupement 

f luoremylmethyloxycarbonyle pour la protection 
temporaire de la fonction a-aminique des acides amines . 

25 Le peptide de 1' invention peut aussi gtre fabrique 

au moyen d'un precede comprenant les etapes suivantes : 

a) integration d'une sequence d'acide nucleique 
dans un vecteur d' expression, ladite sequence 
d'acide nuclSique codant pour le peptide de la 

3 0 presente invention, 

b) introduction du vecteur d' expression 



3NSOOCID: <WO_0a0S9148A2J_> 



wo 02/059146 




PCT/FR02/00227 



18 

comprenant ladite sequence d'acide nucleique dans 
une cellule hote, 

c) culture de la cellule hote comprenant ledit 
acide nuclSique dans des conditions de culture 

5 permettant la synthase dudit peptide, 

d) recuperation du peptide synthetisS^ et 

e) greffage du TPA en position C-terminale . 

Les elements techniques pour la realisation de ce 

10 procede de synthese peptidique sont connus de I'homme 
du metier. lis sont decrits par exemple dans I'ouvrage 
de Sombrook, Fritsch et Maniatis, MOLECUIiAR CLONING, A 
LABORATORY MANUAL, 2"** edition. Le greffage d'un TPA en 
position C-terminale du peptide peut §tre realise au 

15 moyen d'un precede classique de chimie organique 
applicable a un peptide. 

Les inventeurs ont synthetisS. une famille de 
peptides reproduisant une partie de la structure de la 
region du CD4 ressemblant a la region CDR2 des 

20 immunoglobulines, qui, comme I'ont demontre des 
resultats mutagendse et d' analyse cristallographique , 
sont parmi les regions critiques de la liaison CD4 a la 
proteine virale gpl20 . Les peptides de la presente 
invention sont capables de se fixer sur la region de la 

25 glycoproteine gpl20 qui interagit avec le CD4, le 
recepteur principal de 1' entree du VIH-1 dans les 
cellules cibles CD4 . 

lis constituent une famille d' inhibiteurs dont 
I'af finite pour la glycoproteine virale gpl20 

30 recombinante monomerique, varie entre des valeurs de 
CIso allant de 0,1 nM a 400 nM. lis representent des 
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inhibiteurs specif iques et puissants de 1 ' interaction 
CD4-gpl20 basSs sur la structure du CD4 . La liaison 
avec la prot^ine virale gpl20 recotnbinante se fait en 
competition avec le CD4 soluble et est specif ique de la 

5 forme bien structuree . 

Grace au mimetisme structurel et fonctionnel du 
CD4, ces peptides sont utilisables dans les differents 
domaines decrits ci-dessous, 

Les peptides de la present e invention peuvent 

10 fixer I'enveloppe VIH-1 sous sa forme recombinante 
comme le demontrent les tests ELISA. Ces peptides, 
aprSs marquage avec une sonde fluorescente ou 
radioactive appropriee, permettent de de teeter la 
presence de I'enveloppe VIH-1 en solution ou §l la 

15 surface d'une cellule, et done de deceler la presence 
d' une cellule infectee et done de 1 • infection VIH-1. 

Les peptides de la present e invention inhibent 
1' interaction entre les proteines recombinantes 
CD4-gpl20 in vitro et par ce biais, ils sont Sgalement 

20 capables de stopper 1' entree du virus VIH-Ilai (isolat 
primaire) et VIH-Ilen (isolat clinique) dans les 
lymphocytes circulants. Les peptides les plus puissants 
de la presente invention sont, en fait, capables 
d'inhiber 1' infection des lymphocytes avec une DE50 

25 entre 100 et 900 nM. Ces molecules representent done 
des agents antiviraux, qui trouvent une application 
clinique. Du fait de leur nature peptidique, ils 
peuvent etre utilises par injection ou perfusion ou 
dans des applications locales externes . 

30 La capacite des peptides de la prgsente invention 

d'inhiber la liaison de la prot^ine virale gpl20 au CD4 
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est une demonstration de la capacite de ces peptides 
d'inhiber 1* infection virale, car ils empechent une des 
premieres etapes de 1' entree virale. Ces inhibiteurs de 
1' entree sont done des composants a action antivirale. 
5 Les peptides de la presente invention representent , 
done, des molecules utilisables dans une therapie 
anti-VIH. 

Les peptides de la prSsente invention sont 
capables d'induire des variations de la conformation de 

10 la proteine virale gpl20 recombinante et de I'enveloppe 
qui permettent d'etre dStectSes par des anticorps 
monoclonaux spScifiques d€nomra6s CD4i, comme le CGIO, 
17b et 48D. Ces variations de la conformation sont done 
apparemment similaires a celles qui sont induites par 

15 la liaison du CD4 . La liaison des peptides de 
1' invention H la proteine virale gpl20 recombinante et 
a I'enveloppe virale dSmasque done des Epitopes de 
I'enveloppe, qui ne sont pas aeeessibles normalement 
sans le CD4 , Ces epitopes representent de nouveaux 

20 sites antigeniques , potentiellement tres importants 
pour developper des anticorps neutralisant le VIH-l. 
Les peptides de la presente invention sont done aussi 
utilisables dans une application vaceinale, notamment 
dans une formulation qui comporte son complexe avee une 

25 proteine de I'enveloppe virale. 

Certains peptides de la presente invention, 
presentant une affinity plus faible pour la proteine 
virale gpl20 recombinante que d'autres. Ceiix-ei ont 
egalement une utilisation pratique trSs importante dans 

30 la purification de formes f onctionnelles de I'enveloppe 
virale. En effet, la fixation de la protSine virale sur 
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ces peptides est plus facilement reversible. Pour 
demontrer cela, les inventeurs ont fixS covaletnent un 
de ces peptides S un support polymSrique hydrophile 
(Sepharose 4B) utilise en chromatographie liquide, en 
5 utilisant un bras flexible fixS du c6t6 oppos€ S la 
surface active de la molecule. Cette molecule, ainsi 
fix^e, peut interagir encore avec la prot^ine virale 
gpl20 recombinante et est capable de retenir cette 
prot^ine virale sur la matrice polymerique . Elle peut 

10 ensuite Stre dStach^e par une acidification du milieu - 
Un support ainsi f onctionnalis6 permet done de purifier 
la protSine virale gpl20 recombinante, et 
eventuellement d'autres formes de I'enveloppe virale et 
meme le virus entier, dans des preparations a large 

15 echelle . 

En outre, les peptides de la presente invention 
peuvent Stre marqu4s par exemple avec de la 
fluoresc^ine et de la biotine ou radio-marquSs , sans 
que 1' affinity de liaison k la prot€ine de I'enveloppe 

20 virale gpl20 soit altSrSe . Ces peptides marquees 
peuvent etre utilises en tant que traceurs, dans des 
experiences de competition de leur liaison S la gpl20 
par exemple pour effectuer un criblage moleculaire . Les 
methodes utilisables sont celles qui sont access ibles a 

25 I'homme du mStier dans la litterature qui se rapporte a 
1' etude des interactions moleculaires (voir par exemple 
[37, 38, 39, et 40]. Dans un proc6d6 de criblage, toute 
molecule capable d'inhiber 1 • interaction entre un 
peptide de la prSsente invention et une prot^ine virale 

30 gpl20 peut reprSsenter un inhibiteur de 1 • interaction 
CD4-gpl20, et done un inhibiteur de 1' infection virale. 
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II est done possible, grSce aux peptides de la presente 
invention de cribler toute molecule capable d'interagir 
avec la protSine gpl20 ou une proteine analogue a la 
gpl20 en particulier, des molecules k activite 
5 antivirale ou des molecules utiles pour la fabrication 

de m€dicament . 

La prisente invention se rapporte done ggalement k 
1' utilisation du peptide selon 1' invention tel qu'il 
est dgfini ci-dessus, pour preparer un medicament. 

10 Elle se rapporte €galement S. 1' utilisation du 

peptide selon 1- invention tel qu'il est d^fini ci- 
dessus, pour preparer un agent antiviral. 

Elle se rapporte ggalement k 1' utilisation du 
peptide selon 1' invention tel qu'il est defini ci- 

15 dessus, pour preparer un medicament destine au 

traitement du SIDA. 

Elle se rapporte egalement a um vaccin comprenant 
un complexe d'un peptide selon 1' invention et une 
protSine d'enveloppe d'un virus. Le virus peut etre un 

20 virus du SIDA tel que ceux prgcit^s. 

La presente invention se rapporte Egalement k 
I'utilisation du peptide selon 1 ' invention tel qu'il 
est dgfini ci-dessus, pour fabriquer un produit de 
diagnostic, par exemple du SIDA. 

25 Elle se rapporte egalement a I'utilisation d'un 

peptide selon 1- invention tel qu'il est dSfini 
ci-dessus pour la detection de molecules de I'enveloppe 

virale du VIH. 

Elle se rapporte Egalement k I'utilisation du 
30 peptide selon I'invention tel qu'il est defini 
ci-dessus pour un criblage de molecules inhibitrices de 
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1 • interaction de la gpl20 ou de ses analogues avec la 
molecule CD4, pour le criblage de molecules S activite 
antivirale et pour le criblage de molecules utiles pour 
la fabrication de medicament. 
5 Elle se rapporte ^galement a 1' utilisation du 

peptide selon 1' invention tel qu'il est defini ci- 
dessus, comme ligand immobilise pour f onctionnaliser 
une matrice de chromatographie . 

10 D'autres avantages encore apparaitront a la 

lecture des exemples suivants en reference a la liste 
de sequences et aux figures annexees . 

Breve description de la liste des sequences 

15 La liste des sequences annexSe foumit les 

gSquences peptidiques suivantes : 

- sequence ID n**l : sequence sCD4 . 

- sequence ID n®2 : sequence de la scyllatoxine 
(ScTx) • 

20 - sequence ID n®3 : sec[uence CD4M9 : peptide 

issu de la scyllatoxine, ne presentant pas de TPA 
en position 1 de la secgpience. 

- sequences ID n** 4 -16 : sequences noram^es CD4M9T, 
CD4M26, CD4M27, CD4M27A, CD4M27B, CD4M27C, CD4M30, 

25 CD4M31, CD4M32, CD4M33, CD4M35, K15 et K16 

respect ivement de la presente invention. 

- sequence ID n®17 : sequence nommee CD4M3 issue 
de la scyllatoxine ne presentant pas de TPA en 
position 1 de la sequence. 

30 - sequence ID n*^18 : sequence nommee CD4MO issue 

de la charybdotoxine . 
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Breve description des figures 

Figure 1 : Courbes d' inhibition de la liaison 
5 du CD4 S la proteine virale gpl20, par des peptides de 
la present e invention, obtenues par ELISA en 
competition. Les peptides testes sont : CD4M9, CD4M9T, 
CD4M27, CD4M32, CD4M33 et CD4M35. Les donnees 
experiraentales sont report ees en pourcentage de liaison 

10 (%F) en fonction de la concentration des peptides. 

Figure 2 : Courbe d' inhibition de la liaison 
du CD4 S la proteine virale gpl20, par le peptide 
marquS CD4M33-f luorescSine , CD4M33-F, obtenue par ELISA 
en competition- Les courbes des peptides CD4M9 

15 (sequence ID n^3) , CD4M33 (sequence ID n*13) et CD4M35 
(sequence ID n°14) sont aussi representees pour 
comparaison. Les donnees experimentales sont reportees 
en pourcentage de liaison (%F) en fonction de la 
concentration des peptides. 

20 - Figure 3 : Courbes d' interaction de la 

proteine virale recombinante gpl20-HXB2 avec le peptide 
CD4M33 (sequence ID n®13) fixe a la surface d'une puce 
d'un instrument de resonance plasmonique de surface, 
Les courbes d' association (0-300 s) et de dissociation 

25 (300-800 s) ont ete enregistrSes apres injection de la 
proteine virale gpl20 aux concentrations 13,2(1), 
19,8(2), 29,6(3), 44,4(4), 66,6(5) et 100(6) nM. Les 
donnees sont reportees en unites de resonance (RU) en 
fonction du temps (t) en seconde. 

30 - Figure 4(a) et (b) : courbe d' interaction du 

VIH-1, inactive par AT-2 [34], avec I'anticorps 48d [11] 
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(a) et CGIO [35], (b) , fix^s a la surface d'une puce 
d'un instrument de resonance plasmonique de surface en 
presence du peptide CD4M33 (10 iig/ml) , d'un peptide 
inactif (Ala23) CD4M9 (Phe23 remplac6 par Ala dans la 
5 sequence peptidique de CD4M9) (10 fig/ml) et en absence 
de peptide. Les courbes d • association (0-180 s) et de 
dissociation (180-600 s) ont et# enregistrees aprds 
injection du VIH-1, qui a 4te pr4-incube avec les 
peptides k 20«>C pendant Ih. Les donnees sont reportdes 
10 en units de rSsonance (RU) en fonction du temps (t) en 
seconde . 

Figures 5 (A) - (C) : Effets des peptides CD4M30 
(sequence ID n«»10) (figure 4A) , CD4M33 (sequence ID 
n^lB) (figure 4B) , CD4M35 (sequence ID n*14) (figure 

15 4C) sur la replication de la souche VIH-Ilai dans les 
CMSP activSes par la PHA-P. Les donnSes sont 
representees en pourcentage d' inhibition (%l) de 
1' activity Transcriptase Inverse (TI) dans les 
surnageants de culture en fonction de la concentration 

20 en nM des peptides. 

Figures 6 (A) et (B) : Ef fet de la presence du 
CD4 soluble et des peptides de la presente invention 
sur 1' interaction de la proteine virale recombinante 
gpl20HXB2 avec les anticorps CGIO (A) et 48d (B) , fixes 

25 a la surface d'une puce d'uri instrument de resonance 
plasmonique de surface. Les courbes d' association 
(0-180 s) et de dissociation (180-400, 180-450 s) sont 
reportes pour la proteine virale gpl20 seule et la 
proteine virale gpl20 en presence du CD4M27 (1,5 

30 equivalent, sequence ID n^e) , du CD4M9 (1,5 
equivalent), du mutant inactif (Ala23)CD4M9 (1,5 
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10 



15 



§quivalent) et du CD4 soluble (1,5 Equivalent). Les 
dormies sont reportees en unite de resonance (RU) en 
fonction du temps (t) en seconde. 

Figure 7 : Exemples de sequences peptidiques 
de la prisente invention representees avec les codes a 
une lettre des r^sidus acides amines. M et B 
representent I'acide thio-propionique et la bi- 
phenylalanine respect ivement et "d" la forme optique D 
de I'acide aspartique. 

Figure 8 : Profil chromatographique de la 
purification de la protSine recombinante gpl20HXB2 sur 
une colonne (1,2 x 4 cm) de Sepharose 4B fonctionnalisS 
avec le peptide de la prgsente invention CD4M9 
(sequence ID n»3) . Les donnees sont reportSes en 
absorbance a 280 nm en fonction du temps (min) , aprSs 
addition de I'acide acetique 0,5 M. 



Exemples 

Exemple 1 : Synthase des peptides de la prSsente 

20 invention. 

Les peptides de la presente invention ont EtE 
fabriquEs dans cet exemple par synthese chimique en 
phase solide avec un synthetiseur automat ique de 
peptides Applied Biosystems, mod. 433A, et en chimie 

25 Fmoc, qui utilise le groupement 

Fluorenylmethyloxycarbonyle (Fmoc) pour la protection 
temporaire de la fonction a-aminique des acides amines. 
Les groupements protecteurs utilises pour prevenir les 
reactions secondaires des chaines laterales des acides 

30 amines, dans cette strat^gie Fmoc, ont gtS le 
tertio-butyle ether (tBu) pour les r6sidus Ser, Thr et 
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Tyr ; tertio-butyle ester (OtBu) pour Asp, Glu / 
trityle (Trt) pour Gin, Asn, Cys, His ; 
tertio-butyloxycarbonyle (Boc) pour Lys et 

2,2,5,7, 8-pentametylchromane-6-sulf onyle (Pmc) pour 
5 Arg. 

La reaction de couplage se dSroule avec un excSs 
de 10 equivalents d'acides amines (1 mmol) par rapport 
a la resine (O,ltnmol) . L'acide amine protSgS est 
dissous dans 1 ml de N-methylpyrollidone (NMP) et 1 ml 

10 d'une solution de l-N-hydroxy-T-azaibenzotriazole (HOAt) 
IM dans le solvant NMP. 1 ml d'une solution de 
N,N' -dicyclohexylcarbodiimide (DCC) IM est alors 
ajoute. Apres 40 a 50 minutes d' activation, 1' ester 
actif forme est transfere dans le reacteur qui contient 

15 la resine- Avant cette etape de transfert puis de 
couplage, la rfisine est deprotegee de son groupement 
Pmoc par une solution de 20 % de piperidine dans le 
NMP. L'excSs de piperidine est enleve par lavage a la 
NMP aprds 5 ^ 10 minutes environ. 

20 Pendant la d^protection, la detection des adduits 

dibenzofulvdne -piperidine a 305 nm permet de suivre le 
bon deroulement de la synthese. En effet, la 
quantification de I'adduit permet d'estimer 
I'efficacitS de la deprotection du groupement Fmoc et 

25 par suite du couplage du dernier acide amine incorpore . 

Modifications chimiques apportees aux peptides de la 
presente invention 

Une sonde fluorescente ainsi qu'un groupement 
3 0 biotine ont ete couples sur deux des peptides de la 
presente invention etudies, le CD4M9T (sequence ID n<»4) 
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et le CD4M33 (sequence ID n°13) . L' incorporation sur 
ces deux composes s'est faite sur le residu lysine 11, 
au niveau d'une face oppos^e au site de liaison de la 
proteine virale gpl20. Ce choix d'\ine lysine a €t€ 
5 conditionn€ par ses possibilites de protection de sa 
chaine lat^rale avec un groupement protecteur, dit 
orthogonal, comme le groupement de (1- (4 , 4-dim€thyl- 
2 , 6-dioxo-cyclohexylidSne) Sthyle) . Un tel groupement 
est en effet stable au traitement a 20 % de pip€ridine 
10 utilise pour la d^protection du groupement Fmoc, raais 
est clivg de fa^on specif ique par traitement avec une 
solution d' hydrazine S 2 %. Une fois le groupement Dde 
retire, la f luoresceine ainsi que la biotine ont pu 
§tre couplees. 

15 Tntroducf -ion de la f luoresceine . Le groupement 
fluorescent a €te introduit sur la chaine laterale de 
la lysine 11 du peptide de la presente invention CD4M33 
et de la lysine 15 ou 16 des peptides K15 (sequence ID 
n»15) ou K16 (sequence ID n°16) , respect ivement , de la 
20 presente invention. Le groupement Dde a done etS 
utilise pour la protection de la chaine laterale de la 
lisine pendant la synthase du peptide, et ensuite 
lxh6r€ par deux traitements de 5 min avec 2 % 
d' hydrazine dans la dimSthylformamide (DMF) . La 
25 molScule de f luoresceine a €t€ couplee directement sur 
le peptide synth^tisg ou par 1 ' interm^diaire d'un bras, 
qui sert ^ Eloigner la f luoresceine, mol6cule 
encombrante, ce qui pourrait gener 1' activity de 
liaison. Dans ce dernier cas, la molecule permettant 
30 d'introduire un bras est I'acide Fmoc-8-amino-3, 6- 
dioxaoctanoique . A un equivalent de resine sont ainsi 
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ajoutgs, 17 Equivalents d'acide Fmoc-8-amin.o- 
3,6dioxaoctanoique, 60 Equivalents de 

diisopropylEthylaraine (DIEA) , 17 Equivalents de 
hexafluorophosphate de 2- (iH-benzotriazol-l-yl) - 

5 1,1,3,3- te t ramethyluronium (HBTU) . AprEs couplage 
pendant 1 heure a tempErature ambiante, le groupement 
Fmoc est d^protEge avec la pipEridine 20 %. Le couplage 
de la sonde a ensuite Ete rEalisE a I'aide de 1' ester 
fluorescEine- (5- (6) -carboxylate de N- 

10 hydroxysuccinimidyle . Pour cela, a un Equivalent de 
rEsine sont ajoutEs 4 Equivalents d' ester activE de 
fluorescEine en prEsence de 14 equivalents de 
diisopropylEthylamine (DIEA) . La rEaction se dEroule 
dans le solvant NMP pendant xine nuit. La dEprotection 

15 finale est enfin rEalisEe. 

Introduction de 1 ^ hiotine. Un bras espaceur S-atnino- 
3 , 6dioxaoctanoique a EtE ajoutE dans un premier temps 
sur la lysine 11 prEalablement dEprotEgE du groupement 
Dde. La rEaction est sirailaire a celle dEcrite dans le 

20 paragraphe prEcEdent . La biotine est ensuite incorporEe 
sous la forme d'un ester biotinamidocaproate de 
N-hydrosuccinimidyle : a un Equivalent de rEsine sont 
ainsi ajoutes 4 equivalents d' ester activE de biotine 
en presence de 14 equivalents de diisopropylEthylamine 

25 (DIEA) . La rEaction se poursuit pendant une nuit a 
tempErature ambiante . La resine est ensuite lavee avant 
d'etre traitEe par la solution de dEprotection finale. 
Introduce -inn d'un g-roupement thiol. Le peptide CD4M9 
est synthetisE selon la procEdure dEcrite ci-dessus 

30 avec la Lysine en position 11 prEsentant comme 
groupement protecteur de la chaine latErale un 
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groupement Dde . Apres synthase du peptide, le peptide- 
resine est traite a 5 reprises avec une solution de 2% 
d' hydrazine dans la DMF, Le couplage d'un bras de 
liaison est realise pendant une heure S temperature 
5 ambiante dans la DMF avec 10 equivalents d'acide 
Fmoc-8-amino-3 , 6-dioxaoctanoique utilisant le reactif 
HBTU en presence de diisopropylgthylamine . Le 
groupement Fmoc est ensuite d€prot6g€ avec 20% de 
piperidine dans la DMF* Le peptide- res ine est dSs lors 
10 trait6 avec 10 Equivalents de r€actif de Traut 
(hydrochlorure de 2-iminothiolane (Sigma) en presence 
de DIEA. Le peptide est enfin libere et deproteg€ comme 
decrit ci-dessous • 

15 Deprotection £inale de la resine 

Le clivage de la resine et des groupements 
protecteurs presents sur les chalnes laterales ont ete 
realisees simultanement par traitement du peptide lie a 
la resine par de I'acide trif luoroacet ique (TFA) . Avant 

20 d'effectuer le clivage, la resine a ete lavee plusieurs 
fois au dichloromethane (DCM) et enfin sechee. Le 
reactif utilise lors du clivage est un melange acide 
contenant 81,5 % de TFA et les piegeurs phenol (5 %) , 
thioanisole (5 %) , eau (5 %) , ethanedithiol (2,5 %) et 

25 tri-isopropylsilane (1 %) - La resine a et§ traitSe avec 
ce melange pendant trois heures sous agitation et S 
temperature ambiante, a raison de 10 0 ml de solution 
par gramme de resine. Le peptide libre en solution a 
ete recupere par filtration. Le peptide a ete ensuite 

30 prScipitee et lavee S froid dans 1' ether de 
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diisopropyle puis dissous dans de I'acide acetique S 
20 % et lyophilisee. 

Repllement des peptides de la presence Invention par 
5 formation de ponts disulfure 

Le peptide recupere apres lyophilisation, le brut 
de synthese, se trouve sous forme reduite, c'est-a-dire 
que les ponts disulfure intrachalnes ne sent pas 
formes. La formation de ces liaisons covalentes a etS 

10 r€alis6e en utilisant le couple redox 
cystamine/cysteamine . Le brut de synthase a ete repris 
dans I'eau ajoutee de TFA 0,1 % (v/v) et de chlorure de 
guanidinium 6M pour faciliter sa dissolution, a raison 
de 2,0 mg.ml'^, Cette solution a ensuite 6t6 ajoutSe au 

15 goutte-a-goutte, diluee S 0,2 mg/ml'^, au tampon de 
reduction, compose de Tris/HCl lOOmM, pH 7,8, et . de 
cystSamine 5 mM. La cyst amine (oxydant) 0,5 mM en 
final, a StS ajoutee aprSs 45 minutes de reaction S 
temperature ambiante. Le milieu est amen6 ^ pH 3,0 

20 apres 30 minutes. 

La cysteamine permet de reduire les groupements 
thiols presents sur le peptide. A I'air libre, elle 
s'oxyde et permet I'oxydation de cysteines et done le 
repliement du peptide par formation de ponts disulfure 

25 intrachaxnes . La cystamine ajoutee en fin de 
manipulation permet de parfaire le repliement. Le bon 
deroulement de I'oxydation est verifie par 
chroma tographie analytique en comparant les temps de 
retention des produits brut et oxyde, plus importants 

30 pour le premier. 
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L'oxydation du peptide CD4M9, presentant un 
groupement thiol en position 11, differe quelque peu de 
celle decrite dans le paragraphs plus haut . Le milieu 
de repliement react ionnel, compose d'un tampon 20 mM 
5 phosphate, 200 mM NaCl, ajust6 a pH 7,8 est longuement 
degaze par de 1' argon et ensuite ajouti de 5 cnM de 
cysteamine. 5 mM cytamine. Le peptide comprenant sept 
fonctions SH libres est ensuite ajout^ et la reaction 
d'oxydation est stoppSe par ajout d'acide aprSs 
10 seulement 10 " minutes, temps suffisant au repliement et 
a la formation des trois ponts disulfure naturels et 
suffisamment court pour limiter la formation de produit 
secondaire correspondant a des Stats d'oxydation 
supSrieurs . 



15 



Purification des peptides de la presente invention 

Les peptides de la prSsente invention ont etS 
purifies par . chromatographie liquide haute performance 
en phase inverse sur une colonne preparative Vydac C18 

0 (1,0x25,0 cm). On a utilise un gradient lineaire 
0-60 % d'acetonitrile dans une solution aqueuse d'acide 
trifluoroacetique ^ 0,1 % pendant 90 minutes. Les 
fractions du pic majeur ont et# analysees par HPLC 
analytique; les fractions ne presentant qu'un seul pic 

;5 ont Ste rassemblees et lyophilisees . Le produit ainsi 
obtenu a ete analysee par spectromStrie de masse. 

Example 2 ; T^s^s de r ampetition par ELISA indirecte. 

L' inhibition de 1 ' interaction rgpl20-CD4 a StS 
(0 mesuree par ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
indirecte. 50 ng par puits d'anticorps anti-gpl20. 
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D7324, ont ete immobilises sur une plaque 96 puits 
(Maxisorb, Nunc) pendant une nuit a 4<>C. Apres 
passivation par la S^rumalbumine Bovine et trois 
lavages avec le tampon de lavage (Tris 10 mM, pH 7,8, 
5 Tween 20 0,05 %) , 15 ng de rgpl20HXB2 par puits ont ete 
ajoutes. Differentes concentrations de competiteurs ont 
ensuite ete ajoutees, apres trois lavages, ainsi que 
0,4 ng de CD4 soluble par puits. Des temoins 100 % ne 
contenant que du CD4 soluble sont effectues, Apres une 

10 nuit a 4®C et trois lavages, 5 ng d'anticorps de souris 
anti-CD4 L120.3 ont 6te ajoutes par puits, puis un 
anticorps de chdvre anti-IgG de souris couple a la 
peroxydase (GAMPO) . La revelation a ete ef fectuee par 
ajout de 3 , 3 ' , S , 5 ' -tetramethylbenzidine , substrat 

15 fluorescent de la peroxydase. La reaction a €t€ arr§tee 
apres 30 minutes par ajout d'acide sulfurique 2M. 
L' inhibition de 1 ' interaction rgpl20-CD4 a etS calcul^e 
par lecture de I'absorbance A Sl 450 nm. Des tSmoins 
sans competiteur ont permis de determiner I'absorbance 

20 Aioo% (absorbahce en absence de competiteur) . Le 
pourcentage d' inhibition pour chaque concentration de 
peptide de la presente invention a ete calcule par la 
forraule : 

pourcentage d' inhibition = 100 x (Aioo%-A) /Aioo% • 
25 Les tests ont ete conduits en duplicats et les 
resultats exprimes comme la moyenne de doublons 
exp€r imentaux . 

Les activites biologiques du peptide CD4MO 
(sequence ID n®18) issu de la charybdotoxine et du 
30 peptide CD4M3 (sequence I.D. n«17) , issu de la 
scyllatoxine (sequence I.D. n*'2) ont ete testees en 
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test EL.ISA indirecce. Ces peptides presentent une 
capacite a inhiber 1 ' interaction rgpl20LAi-CD4 soluble, 
avec une concentration d' inhibition S 50% (ou CIso) de 
4,0 X 10'* M et de 2,0 X 10"' M, respect ivement (Tableau 
5 I) [4]. Ces valeurs sont 10 000 fois plus SlevSes que la 
CIso prSsentSe par le CD4 soluble (CIso - 4,0 x 10'* M) 

[4]. 

La figure 1 annexee regroupe les rSsultats obtenus 
dans cet exemple avec les peptides de la presente 

10 invention. 

II s*agit de representations du pourcentage de 
fixation (%F) de la proteine virale gpl20HXB2-CD4 en 
fonction de la concentration molaire (C(M)) en 
comp^titeur, c'est-a-dire en peptide de la presente 

15 invention. Cette figure montre 1' inhibition de 
1 ' interaction CD4 -gpl20HXB2 • 

Le CD4M9 (sequence ID n^3) a ete teste en ELISA 
par competition. II presente la capacity d' inhiber 
1 • interaction rgpl20LAi-CD4 soluble avec une 

20 concentration d' inhibition a 50% (ou CI50) de 4,10''' M 
(Tableau I) soit une augmentation de la capacite 
d' inhibition d'un facteur 50 par rapport au peptide de 
la prSsente invention CD4M3 (sequence ID n^l?) . Le 
peptide de la presente invention CD4M9, en test ELISA 

25 par competition, est egalement capable d' inhiber 
1 ' interaction du CD4 avec d'autres proteines gpl20 
recombinant es, provenant de virus T- et M-tropique : 
VIH-liiiB. VIH-Imn/ VIH-lsa-L/ VIH-ljR-FL/ VIH-lwsio/ avec 
une concentration d' inhibition a 50% (CI50) entre 0,1 et 

30 1,0 X 10*^ M [4]. 
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Ce peptide inhibe 1 ' interaction gpl20HXB2-CD4 
soluble a une CI50 de 9 x 10"®M (figure 1, tableau I) . 

Un mutant CD4MV, comportant la substitution de la 
sequence C-terminale Gly-Pro du CD4M9 par Val, presente 
5 une CIso de 3,0.10'*' M dans 1 • inhibition de 
1 ' interaction gpl20LAi-CD4 (tableau 1), ce qui 
represente une legere augmentation de la capacite 
inhibitrice . Le mutant CD4M9Bip comporte la 
substitution Phe23Bip par rapport au CD4M9 ; ce peptide 

10 presente une CI50 de 1,0.10"'' M dans 1' inhibition de 
1 ' interaction gpl20LAi-CD4 (tableau 1), ce qui 
reprSsente une augmentation supplement a ire de la 
capacity inhibitrice. Le mutant CD4M9T (sequence ID 
n**4) , comportant un acide thio-propionique en 

15 substitution de 1' acide amine Cys C- terminal, presente 
une CIso de 3,0.10'® M dans 1' inhibition de 
1 » interaction gpl20LAi-CD4 (figure 1 ; la CIso dans 
1 ' interaction gpl20HXB2 est de 1,1. 10"® M, tc±>leau 1), ce 
qui represente une augmentation de la capacite 

20 d' inhibition d'un facteur proche de 10 par rapport a 
CD4M9 . 

Les mutants suivants presentent tous un residu 
thio-propionique (TPA) et valine (Val ou lie) en 
position N- et C-terminale, respect ivement, et ont tous 

25 ete testes avec la gpl20, issue des virus T tropiques 
VIH-1HXB2 et VIH-liAI. 

Le' peptide de la presente invention CD4M27 
(sequence I.D. n^6) comporte les mutations ArgSPhe 
(pour enlever une arginine non essentielle et proteger 

30 le pont disulfure 6-24), Gly27Val et la deletion du 
r#sidu C- terminal proline (pour mieux stabiliser la 
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structure p) . H presente une augmentation de la 
capacity d' inhibition de la liaison CD4 - gpl20HXB2, CI50 
de 7.10*' M, (Fig. 1, Tableau I). Les peptides CD4M27 A, 
B et C sont obtenus respectivement par xine mutation 
5 Gly2lSer(a), Ser22His (b) et Ser22Asn(c) k partir du 
peptide CD4M27. Us pr6sentent une capacity 
d- inhibition comparable a celle du peptide CD4M27. 

Le peptide de la presente invention CD4M32 
(sequence ID n°12) , comparSe au CD4M9T. comporte la 

10 d^l^tion du residu proline C-terminal, la mutation 
Gly27Val et la mutation de la Phe23 en biphenylalanine 
(Bip) : la mutation Phe2 3Bip ajoute une extension 
hydrophobe a la chaine laterale de la Phe23, pour 
augmenter 1' interaction avec la cavite hydrophobe de la 

15 prot€ine virale gpl20- CD4M32 presente une augmentation 
de 1' inhibition de la liaison CD4-gpl20HXB2 (CIso de 
8.10"" M, Fig. 1). Le mutant CD4M30 (sequence ID n°10) , 
par rapport au CD4M32, comporte la mutation ArgSPhe 
(dSja introduite dans le CD4M27) et Ala4Gln pour 

20 augmenter la solubility de la molecule. Ce peptide de 
la presente invention presente un CI50 de 3,0 nM, dans 
les tests d' inhibition de 1' interaction CD4 - gpl20ua. 
Le mutant CD4M33 (sequence ID n«l3) regroupe les 
mutations pr^sentes dans les deux peptides precedents, 

25 notamment CyslTPA, ArgSPhe, Phe23Bip, Gly27Val, la 
delation d'un r6sidu en position C-terminale et en plus 
la mutation Ala4His (pour augmenter la solubility de la 
molecule) . Ces mutations ont un ef fet additif et 
permettent .au peptide de la presente invention CD4M33 

30 d'inhiber 1 ' interaction CD4 - gpl20HXB2 et CD4-gpl20iAi 
avec une CI50 de 1,2 x 10'" M et de 2,5 x lO'" M (Fig. 1 



• 
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et Tableau 1) soit une augmentation de la capacity 
d' inhibition de la liaison CD4 - gpl20 d'un facteur 
1000 par rapport au CD4M9. Un peptide supplSmentaire , 
CD4M35 (sequence ID n®14) , a ete synthetise avec, par 
5 rapport au peptide CD4M33 de la prSsente invention, les 
mutations Val27Ile et Gly21(D)Asp, Ces mutations 
permettent au peptide de la presente invention 
d'inhiber 1 ' interaction CD4-gpl20HXB2 avec un CI50 de 7.0 
10"^^ M (Fig. 1, Tableau 1) . 

10 Deux autres peptides K15 (sequence ID n*»15) et K16 

(sequence ID n®16) ont ete synthetises : ils comportent 
les substitutions GlnTVal, LeuSGln, LysllHis, par 
rapport au peptide CD4M33 de la presente invention, et 
un residu Lys en position 15 ou 16, respectivement . Un 

15 groupement fluorescent de fluoresceine a ensuite 6te 
fixe, d'une fagon covalente, au niveau de la chalne 
laterale de ce residu lysine, selon le protocole dScrit 
dans I'exemple 1. Les peptides fluorescents K15 et K16 
presentent une CI50 de 5,0.10"® M et 6,0.10*^ M dans 

20 1 ' inhibition de 1 ' interaction gpl20iAi* CD4 , dont 
1» affinity pour la proteine virale gpl20 n'est pas 
modifiee par un marquage. 

En conclusion, la presente invention fournit une 
famille de peptides qui representent de puissants 

25 inhibiteurs de 1' interaction CD4-'gpl20. 
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Tableau 1 

Concentration d' inhibition 50% {CI50) d^s peptides 
mitnetiques du CD4 dans 1 ' interaction du CD4 recombinant 
soluble pour la proteine de I'enveloppe virale gpl20iAi 
5 et gpl20HXB2. L'^cart type pour chaque valeur est 



inf€rieur a 30%. 



Norn 


Sequence lDn° 


CI50 (gpl20LAl) 


Cl5o(gpl20HXB2) 


CD4M0 


18 


40 




CD4M3 


17 


20 ^M 




CD4M9 


3 


400 nM 


90 nM 


CD4M9V 




300 nM 




CD4M9T 


4 


30 nM 


11 nM 


CD4M9Bip 




100 nM 




CD4M27 


6 


10 nM 


7nM 


CD4M30 


10 


3,0 nM 




CD4M32 


12 


2.0 nM 


800 pM 


CD4M33 


13 


250 pM 


120 pM 


CD4M35 


14 




70 pM 


K15FR 


15 


50 nM 




K16FR 


16 


6nM 





10 Example 3 t Expggj-enceg de r6aonance pilasmonique — de 

surface 

Les experiences de resonance plastnonique de 
surface ont 6t4 r^alisSes avec un systdme Biacore 2000 
(Biacore, Uppsala, SuSde) . Les peptides t tester ont 

15 et4 couples a la bio tine (comme dScrit auparavant) puis 
iramobilisees sur une puce sur laquelle de la 
streptavidine a ete prSalablement fix€e. 

La streptavidine a 6t6 immobilisSe sur la puce 
comme suit : la surface de la puce a €t§ d'abord 

20 activSe par 1' injection de 50 |.iL d' agent de couplage 
prevu par le constructeur et pouvant former des 
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liaisons amidiques : N-ethyl-N' - (dimethylaminopropyl) 
carbodiimide (EDO /N-hydroxysuccinimide (NHS) , 50/50 ; 
ensuite, 20 |.iL de streptavidine , 0,2 mg.niL'^ dans 
1' acetate de sodium 10 mM, pH 4,5/ ont ete injectes a 
5 5 KiL.min"^, suivis d'une neutralisation des groupements 
carboxyliques actives par 2 x 20 |iL d' 6thanolamine 
1,0 M, pH 8,5. Les molecules biotinylees ont 6tS 
ensuite injectees (10 |xL.min"^ dans un tampon Hepes 
10 mM, NaCl 0,3 M> pH 7,4) sur trois des quatre pistes 

10 de la puce, Sur la premiere piste, le CD4M9 (10**' M) a 
gt4 iramobilisS jusqu'^ une valeur RU (unite de 
resonance) 100 ; la deuxieme piste a ete laissee vierge 
(temoin) ; la troisieme piste a ete recouverte avec du 
CD4 soluble (10''^ M) jusqu'a une valeur de 4 50 RU ; sur 

15 la quatrieme piste, le CD4M33 (10'"^ M) a ete immobilise 
a une valeur de 100 RU. Pour chaque analyse, plusieurs 
concentrations de differentes gpl20 (souches HXB2, BAL, 
JRFL) ont €tS injectees, a une vitesse de 50 jaL.min*^ S 
25°C, pour un temps d' association de 4 min. La puce est 

20 ensuite rinc6e avec un tampon de course, 10 mM Hepes, 
150 mM NaCl, 3,4 raM EDTA et 0,05 % P20, pH 7,4, pour 
analyser la phase de dissociation. Apres chaque 
experience, la puce est regeneree avec 25 |.iL d' acide 
formique 1,0 M. Les constantes de dissociation sont 

25 calculees a partir des constantes cinetiques 
determinees par le logiciel Bia-evaluation 3,0. 

Exemple 4 ; Activite antivirale des mimetioues CD4 > 

Les manipulations du materiel infectieux ont ete 
3 0 rSalisSes dans un laboratoire de haute securite de type 
L3 • De faqron S §tre le plus proche des conditions 
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10 



15 



20 



25 



30 



physiopathologiques, 1' etude a M menee a I'aide de 
cultures primaires de cellules mononucle6es du sang 
pSriph6rique (CMSP) humaines . Dans toutes les 
experiences, les effets des nouvelles molecules ont et6 
compares H ceux de I'AZT.- 

T«r.i^m^_nt. -^•■-"^o ^t-- derivation des ceim3.es 
M-il^P^tix r!iilture 

Le milieu A est composS de milieu de culture 
cellulaire RPMI 1640 (Life Technologies) supplements 
par 10% de sSrum de veau foetal (SVF, Roche Product) 
decompiementS par la chaleur a +S6-C pendant 30 min, de 
2 mM de L-Glutamine (Roche Product), et d'une solution 
a 100 ng/ml de trois antibiotiques (p6nicilline, 
streptomycins, neomycine ; PSN, Life Technologies). Le 
milieu B est constitue de milieu A supplement^ par 
20 Ul/ml d'IL-2 humaine recorabinante (Roche Product). 
T.co1gmen> - ^f^tivation deg CMSP 

Les CMSP sont separ^es des autres elements figures 
du sang par centrif ugation en gradient de ficoll (MSL 
2000, Eurobio) : 3 0 ml de sang, d'un donneur sain, 
dilues au tiers sont dgposSs sur un coussin de 2 0 ml de 
ficoll. Apr^s 20 min de centrif ugation a 850 g, 
I'anneau de CMSP est pr§lev4 puis lavS deux fois ^ 
I'aide de RPMI 1640, aprds 10 min de centrif ugation a 
750 g et 5 min a 400 g. Les CMSP sont alors activges 
pendant 48 h par 1 /xg/ml de phytohSmagglutinine-P 
(PHA-P ; Difco Laboratories) . Le's'-CMSP sont cultivees a 
+37 °C, en atmosphere saturSe en humidite, sous 5% de 
C02. Au terme des 48 heures d' activation mitogenique, 
elles sont cultivees en milieu B. Tout au long de la 
culture, les surnageants de culture sont prglevgs, et 
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les milieux de culture sont renouvel6s tous les trois 
ou quatre jours- A chaque renouvellement des milieux de 
culture/ la viabilite cellulaire est Svalu^e par une 
observation microscopique. 
5 Evaluation de l*act.ivite antiretrovirale des molecules 
Les composes de la presente invention CD4M3 0, 
CD4M33 et CD4M3 5 ont ete solubilises dans de I'eau ppi 
sterile (Aguettant) / aliquotes puis conserves a -20°C- 
Le compost SAH-CD4 (CD4 soluble couple a la serum 

10 albumine humaine fournit par Aventis (Vitry-sur-Seine) 
a Ste conserve S -80**C jusqu'S. son utilisation, Les 
solutions et les dilutions ont ensuite gt€ realis6es 
exteraporanSment dans du milieu A. Les CMSP ont 6te 
pre trai tees avec les composes pendant 1 heure puis 

15 inf ectees par 1 ' isolat de r6f Srence S tropisme 
lymphocytaire VIH-Ilai ou par 1' isolat clinique VIH-ltbi. 
Les caracteristiques biologiques de cet isolat sont : 
i*apid/high, scyncitia inducing (SI), X4 : il est done 
pref erentiellement apte S inf ecter les lymphocytes . Le 

20 stock viral a et6 const itue en amplifiant in vitro 
cette souche a 1 • aide de cellules mononucl€4es du sang 
ombilical (CMSO) activees prealablement par 1 jig/ml de 
PHA-P et cultivees dans du milieu B. Afin d'eliminer 
les facteurs solubles tels que les cytokines, les 

25 surnageants de culture ont ete ultracentrif uges a 
3 60 000 g pendant 5 min, et les culots ont ete 
resuspendus dans du RPMI 1640. Le stock viral ainsi 
constituS a ete ensuite titr^ a I'aide de CMSP activees 
par la PHA-P. La TCID50 (50% Tissue Culture Infectious 

30 Dose) a ete calculee en utilisant la formule de Karber. 
Les CMSP ont et^ infectees avec differentes doses 
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virales 10-100 TCID50 cle la souche VIH-ltAi par 50 

TCID50 de la souche VIH-Ilen (multiplicite d' infection 
m.o.i, = 0,001) . 

Dosage de la r^plT^catiion virale dans les surnaaeants de 
' 5 culture . 

La replication virale a ete mesurSe, au jour 7 de 
la culture, en dosant I'activite Transcriptase Inverse 
dans les surnageants de culture a I'aide de la trousse 
de dosage RetroSys (marque dSpos^e) selon les 

10 reconunandations de la sociSte Innovagen. 

Analyse des resultats et determination des doses 
effectrices 50% 

Les doses effectrices 50% (DE50) sont calculSes en 
utilisant le logiciel "Dose-effects analysis with 

15 microcomputers" mis au point par J. Chou & T.C- Chou. 

Exeitir>le 5 ; Pirotocole de production d e la proteine 

virale ctp12Q reco Tnb Inante . 

Le fragment codant la proteine virale gpl20 (acide 

20 amine V12 a R481) a ete amplifie par PGR dans le 
plasmide HIVIirB/HXB2R, a I'aide de deux amorces 
permettant de generer un fragment contenant les sites 
BamHI (en amont du site Kpnl de la proteine virale 
gpl20) et PstI (en aval du codon stop ajoute a 

25 1' extremity de la sequence de la proteine virale 
gpl2 0) . Le fragment BamHI /PstI ainsi obtenu a ete clone 
dans le vecteur Bluescript (pBS, Stratagene) , 
conduisant au plasmide pBSml . La sequence codant 
I'extremite N-terminale de la proteine virale gpl20 (Tl 

30 a Gil) , ainsi que celle codant le peptide signal de 
1' ecdysteroide glycosyl transferase du baculovirus 
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d' Autogrrapha catlifomica, ont ete inserges entre les 
sites BaraHI et Kpnl de pBSml/ conduisant S pBSm2 . 

Le fragment BamHI-Pstl de pBSm2 a ensuite ete 
insere entre les sites Bglll-PstI du vecteur . de 
5 transfert pll9P du baculovirus PIO. Des cellules 
d'insectes Sf9 ont et# cotransf ectSes avec I'ADN viral 
purifie du baculovirus modifie AcSLPlO et I'ADN du 
vecteur recombinant pll9P gpl20. Les virus recombinants 
sont purifies par une m^thode standard. 
10 Les cellules Sf9 scla (lignee adaptee a la 

croissajn.ce sans sSrum, deposee H la collection de 
I'Institut Pasteur) sont entretenues en spinner en 
milieu sans serum, Ces cellules (5.10^ cellules/mL) 
sont ensuite infectSes par les vims recombinants a une 
15 multiplicite d' infection de 1 UFP (Unite Formant Plage) 
par cellule et incubSes a 28 ®C. Aprds six jours 
d' infection, les cellules sont centrifugees (500 g) , et 
la prot^ine virale gpl20 sauvage est concentree et 
directement purifiee a partir du surnageant de culture 
20 par chroraatographie d'af finite sur une colonne de 
Sepharose-bromacetylSe couplee S I'anticorps anti-gpl20 
D7324. 

Exemple 6 ; Fixation de l^enveloppe virale, 

25. Af in de mieux caracteriser son activite 

biologique, le peptide de la presente invention CD4M3 3 
(sequence ID n®13) a ete marque avec la biotine et avec 
la sonde fluorescente fluoresceine comme decrit dans 
1' exemple 1, au niveau de la Lys-11 positionnee sur la 

3 0 surface opposSe de la surface active du peptide de la 
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prSsente invention CD4M33. Son activite demeure 
inchangee dans des tests ELISA (Figure 2) . 

La figure 2 regroupe les resultats obtenus dans 
cet example. H s'agit de courbes raontrant 1' evolution 
5 du pourcentage de fixation (%F) de peptides de la 
prgsente invention ^ la protSine virale gpl20HXB2 en 
fonction de la concentration raolaire de ces peptides 
(C(M)) . 

Ces rSsultats raontrent que le peptide CD4M33 peut 
10 incorporer un groupement de marquage sans que son 
activity biologique soit altSrSe. 

Afin d'obtenir une premiSre Evaluation de 
I'af finite du peptide de la prSsente invention CD4M33 
pour la proteine virale gpl20, une analyse 
15 d' interactions biospecif iques (decrite dans 1 ' exemple 
3) , basEe sur la detection par resonance plasmonique de 
surface, a et§ utilis^e. Dans cette technique, le 
peptide CD4M33 de la prSsente invention biotinyle 
(prepare comme dans 1 ' exemple 1) a Ste fixe de fagon 
20 spScifique sur la matrice de dextran carboxyl€ d'une 
puce qui a ete pregreffE avec de la streptavidine . Des 
solutions de diff^rentes prot^ines recombinantes gpl20 
(gpl20HXB2, gpl20BAL et gpl20jRFL) ont Ete ensuite 
injectEes sur cette matrice et un signal indiquant une 
25 association spEcifique et de haute af finite a ete albrs 
dStectE. La figure 3 montre 1' Evolution du signal de 
resonance plasmonique en fonction du temps, aprSs 
interaction de la proteine gpl20HXB2 des 
concentrations diffErentes) avec le peptide CD4M33 de 
3 0 la presente invention. 
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Aprds regression non-lineaire des courbes 
d' association et de dissociation obtenues, on obtient 
une constante de dissociation Kd de 2.4. 10'^ M pour la 
proteine virale gpl20HXB2/ de 7.4-10*^ M pour la protSine 
5 virale gpl20BAL et de 8.5.10'^ M pour la proteine virale 
gpl2 0jRFL. Ces valeurs sont comparables a la valeur de 
Kd=1,9x10"® reportee dans la litterature [34] pour 

1 ' interaction CD4-gpl20. La meme technique basee sur la 
detection par resonance plasmonique de surface a 6t# 

10 aussi utilisSe pour verifier si le peptide de la 
presente invention CD4M33 pouvait fixer I'enveloppe 
virale dans sa forme native. Pour ce faire, une 
suspension de particules virales inactivSes par 
l'adrithiol-2 [35] a €t€ injectee sur la meme puce, 

15 greffe avec les anticorps 48d et CGIQ. Un signal 
d' interaction specif ique et de haute affinity a StS 
alors clairement detecte, dans le cas ou la suspension 
etait incubee avec le peptide de la presente invention 
CD4M33, mais pas dans le cas ou la suspension virale 

20 etait incubee avec le peptide CD4M9, beaucoup moins 
act if , ou en absence du peptide (figure 4) . 

La figure 4 montre que la presence du peptide 
CD4M33 est essentielle pour 1 ' interaction de 
I'enveloppe virale avec les anticorps 48d et CGIO, 

25 spScifiques de I'enveloppe virale, et que le VIH-1 ne 
se fixe pas aux anticorps en son absence : il s'agit 
d'une demonstration indirecte de la fixation du peptide 
CD4M33 a I'enveloppe virale du VIH-1. 

Ces experiences demontrent que le peptide de la 

30 presente invention CD4M33 marque ou non possede une 
capacite a fixer I'enveloppe virale VIH tant dans sa 
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forme recombinahte Isolde et purifiSe que dans sa forme 
native prSsente a la surface du virus. 

Exemple 7 t inhjT^ifc3.on de 1' inf ection par VTH-l 
5 Afin d'evaluer la capacity antivirale des peptides 

de la prSsente invention, les inventeurs ont conduit 
des experiences d' infection, par le virus VIH-1iai et 
par I'isolat chimique VIH-li^, de cultures primaires de 
cellules mononucl^ees du sang pgriphSrique (CMSP) 

10 humaines- Dans toutes les experiences, les effets des 
nouvelles molecules ont €t.€ compares S ce\ix de I'AZT. 
Le virus VIH-Ilm a ajout4 a des diffSrentes doses 

virales (10-100 TCID50/ Tableau 2) en presence de 
concentrations variables de CD4M30, CD4M33, CD4M35 et 

15 du SAH-CD4. Le virus VIH-Ilen a StS ajoutS ^ TCID50 
(tableau 4) en presence de CD4M33. Des tests de 
toxicity de mimStiques du CD4 ont ^te aussi effectuSes 
sur les mStnes cellules . 

20 a. Toxicite des mimgtiaues CD4 . Aux doses test^es, 
aucun des composes, AZT, SAH-CD4 ou mimetiques anti- 
CD4, n'a diminue la viabilite des CMSP activSes par la 
PHA-P. 

25 b. Activity anti -VIH-lrnT des mimetiaues CD4 . 

b.l. Replication de la souche VIH-1t.,^t; dans les CMSP. La 
souche VIH-liAi replique t haut niveau dans les CMSP 
activees par la PHA-P. Le pic de replication virale est 
au jour 7 de la culture, et les effets des peptides 

3 0 CD4M30, CD4M33 et CD4M35 ont ete quantifies a ce temps 
post- infection . 
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b.2. Effet:s de IVAZT sur la replication de la souche 
VIH-lri^T dans les CMSP. L'AZT inhibe fortement la 
replication de la souche VIH-Ilai dans les CMSP activees 
par la PHA-P (Tableau 2) • La DE50 est 6gale Sl 3-14 nM, 
5 b.3. Effets du compose SAH-CD4 sur la replication de la 
souche VTH-lrar dans les CMSP , L»a<::tivite 
antiretrovirale du compose SAH-CD4 vis-a-vis des CMSP 
activees par la PHA-P et infectees par la souche 
VIH-ljcj^ se traduit par une inhibition de 85+15% de la 
10 replication virale a la concentration de 2,5 /xM. 

b. 4. Effets des mimetioues CD4 sur la replication de la 

souche VIH-lrnr dans les CMSP, Les peptides de la 

prSsente invention CD4M30, CD4M33 et CD4M35 ont 
demontre une activity anti-retrovirale (Tableau 3) dans 

15 les cultures de CMSP activees par la PHA-P et infectees 
par la souche VIH-Ilai- composS CD4M33 est le plus 

antiviral des trois aux diff^rentes doses virales 
testSes. Son activity est plus faible de celle de 
I'AZT : DE50 = 100-500 nM vs. AZT : DE50 = 3 nM (tableau 

20 3 ci-dessous) , mais elle est supfirieure d'au moins 1 
logarithme de base 10 S celle du derive du rScepteur 
.CD4, SAH-CD4. 

Les figures 5A-C regroupent les result at s 
obtenus : pourcentage d* inhibition (%I) en fonction de 

25 la concentration en peptide en nM. 

c, Activite antiretrovirale du compose CD4M33 vis-a-vis 
de I'isolat cliniaue VIH-lr.PM 
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cl . Rffets de I'AZT sur la replication de 1 ' isolat 
VIH-Iten dang les CMSP 

L'AZT inhibe fortement la replication de la souche 
VIH-Ilen dans les CMSP activees par la PHA-P et 
5 infectees par !• isolat VIH-Ilen/ avec una DE50 egale a 
2,2 nM (tableau 4), Le degre d' inhibition est identique 
^ celui observe vis-a-vis de la souche de reference a 
tropisme lymphocytaire VIH-Iiai- 

c2* Effets du mimgtiaue CD4M33 sur la r eplication 
10 de 1' isolat clin ique VTH-lrtn^' dans les CMSP 

L' activity retrovirale du mimStique CD4M33 vis-S- 
vis des CMSP activees par la PHA-P et infectSes par 
1 ' isolat VIH-Ilen se traduit par une diminution dose 
dependant e de la replication virale et vine DE50 ^gale a 
15 3 67 nM (tableau 4) . Le mimStique CD4M33 conserve done 
une activite anti-VIH-1 significative, m§me si elle 
s'avere legerement plus faible par rapport a celle 
observee avec la souche VIH-Ilai- 

20 Ces experiences demontrent que ces peptides de la 

prSsente invention sont capables d' inhiber 1' infection 
des cellules, mSme a des doses virales elevees, avec 
des valeurs de DE50 de 900-35 nM (Tableau 3 ci-desspus) . 
Le peptide de la presente invention CD4M33 est le plus 

25 antiviral et son DEso est d' environ 100 nM pour les 
doses virales standards d' infection (Fig. 4 a-c, 
Tableau. 3 ci-dessous) . 

En outre, le peptide CD4M33 est dote d'une 
activite antiretrovirale supSrieure a 1 logarithme de 

3 0 base 10 a celle observee avec un autre derive du 
recepteur CD4 , le SAH-CD4, et surtout a montre une 
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activity anti-VIH significative vis-a-vis d'un isolat 
clinique (tableau 4) . 

En conclusion, le peptide de la present e invention 
CD4M33, qui est capable de se fixer sur la prot^ine 
virale gpl20 recombinante avec une Kd de 2.4-S.O nM 
(experiences de resonance plasmonique de surface) et 
d'inhiber 1 ' interaction entre les proteines 
recombinantes CD4-gpl2 0 en ELISA, avec une CI50 de 
120-250 pM, presente aussi la capacite d'inhiber cette 
interaction dans des cultures primaires de cellules 
humaines, d'inhiber I'etape initiale de 1' entree et 
done de bloqpier 1' infection meme d'un isolat clinique 
VIH-1. 



15 



Tableau 2 

Effet de I'AZT sur la replication de la souche 
VIH-liAi dans les CMSP activees par la PHA-P, Les 
r€sultats sont exprimes en pourcentages 

d' inhibition ± ecart-type : 



20 



AZT (nM) 


% Inhibition 


1 


39 + 10% 


10 


59 + 28% 


100 


87± 18% 


100 


100 + 0% 


10 000 


100±0% 
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Tableau 3 



10 



Doses effectives 50% (DEso) des peptides de la 
presents invention et de I'AZT dans des cultures de 
cellules mononuclSies du sang peripherique (CMSP) 
humaines. activfies par la phytoh4magglutinine-P (PHA-P) 
et infectges par la souche VIH-li^i a des differentes 
doses infectieuses (TCID50 : 50% Tissue Culture 
Infectious Dose) : 





DE50 


(nM) 




sequences 


IOOTCID30 


50 TCID30 


IOTCID50 


CD4M30 


894 


235 


253 


CD4M33 


534 


133 


118 


CD4M35 


154 


428 


266 


AZT 


14 


3 


5 
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Tableau 4 

Effet de I'AZT et du mimetique CD4M33 sur la 
rSplication de I'isolat clinique vih-I^en dans les 
cultures de cellules mononucleees du sang periphSrique 
(CMSP) humaines, activ^es par la phytohemoagglutinine-P 
(PHA-P). Les cellules ont gte infectees par 50 TCID50 
de virus : 



VIH-Ilen 


AZT 


CD4M33 


DE50 ^nw) 


2,2 


367 


DE70 (nM) 


4,8 


542 


DE90 (nM) 


16, 5 


1006 



20 
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Exemple 8 = Exposition de sites anticreniaues de 
1 ' enveloppe . 

Afin d'^valuer la capacite du peptide de la 
presente invention CD4M33 S induire des variations 
5 conf ormationnelles dans la prot^ine gpl20, caracteris^e 
par 1' exposition d' epitopes sensibles a des anticorps 
neutralisants, 1 ' interaction de tels anticorps humains 
48d et CGIO avec 1' enveloppe VIH en presence du CD4M33 
et, par comparaison, du CD4 recombinant, a ete 
10 entreprise, en utilisant la technique de resonance 
plasmonique de surface- Les anticorps 48d et CGIO ont 
6t6 f ixSs covalement S la surface des puces (bio-chip) , 
puis des solutions de gpl20^ en absence de CD4 et en 
presence d'un exces de CD4 et de CD4M33 ont ete 
15 injectees- Lorsque le CD4M33 est ajoutS S la protSine 
virale gpl2 0KXB2/ avec un exces molaire de 1.5 et 20 
fois, la protSine virale manifeste une forte 
interaction avec les anticorps (Figures 6a-b) ; par 
centre, en son absence (et en absence de CD4 soluble) 
20 la proteine de 1' enveloppe interagit avec les anticorps 
tres faiblement (Fig. 6a-b) . En outre, I'effet de 
I'ajout de CD4M33 sur 1 ' augmentation de I'af finite 
d' interaction de la proteine virale gpl20 pour les 
anticorps est comparable a celui qui est obtenu par 
25 ajout de quantites equivalentes de CD4 soluble. 

Les inventeurs ont conduit aussi des experiences 
similaires de resonance plasmonique en utilisant 
directement le VIH-1, souche HXB2 . La figure 4 montre 
les resultats obtenus dans ces experiences et demontre 
30 1* evolution du signal de resonance plasmonique en 
f one t ion du temps apres interaction d'une suspension de 
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particules virales VIH-1hxb2 avec une puce presentant 
les anticorps 48d et CGIO immobilises : le VIH-1 
interagit avec les anticorps seulement aprds incubation 
avec le peptide CD4M33' de la prSsente invention et, par 
5 centre, en^ son absence ou en presence du peptide 
[Ala23]CD4M9 inactif, 1 • interaction est pratiquement 
nulle . 

La technique de resonance plasraonique de surface a 
done permis de d^montrer que la liaison du CD4M33 a la 
10 proteine de I'enveloppe gpl20 est capable d'induire une 
modification de la proteine virale, qui, par suite, 
expose de facpon pref #rentielle certaines surfaces 
moleculaires aux anticorps neutralisants (17b, CGIO) , 
isoles Chez des personnes affectees par le VIH-l [ill, 

15 [12], [13]. 

L« exposition de ces epitopes cryptiques, induite 
par le peptide CD4M33 de la prSsente invention, est 
efficace tant dans la proteine de I'enveloppe sous 
forme recombinante que dans I'enveloppe des virions. De 
20 plus, aux vues des experiences rScentes qui montrent 
que la proteine gpl20 complexee au CD4 peut Stre une 
forme mol^culaire capable d'induire la formation 
d' anticorps neutralisants [31, 32, 33] le complexe 
CD4M33-gpl20 represente done un candidat trds 
25 interessant en tant qu ' immunogSne pour 1' induction 
d' anticorps neutralisants, notamment dans une 
application vaccinale. 

Le CD4M33 possede la propriety de demasquer des 
epitopes de la proteine virale gpl2 0, comme le fait le 
30 CD4 soluble, avec I'avantage qu'il ne pourra pas 
induire de reponse immune centre le CD4 et que, de 



wo 02/059146 



53 



PCT/FR02/00227 



plus, en raison de sa petite taille, il permettra un 
acces encore plus favorable aux epitopes demasquSs de 
la proteine virale gpl20. 

5 Exemple 9 ; Synthese d^un support cliroiaatQaraDh.iQue 
pour la purification de l^enveloppe virale VIH .> 

Afin d'evaluer la possibilite d'utiliser le 
peptide de la presente invention raimetique du CD4 comme 
ligand immobilise pour f onctionnaliser une mat rice 

10 chroma tographique pour la purification de la proteine 
virale gpl20, un support polymerique hydrophile, le 
Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, Sudde) a 6te 
fonctionnalise avec un de nos mimetigues CD4 et ensuite 
utilise pour la fixation de la protSine virale gpl20 

15 directement S partir du milieu de culture de la 
proteine virale. Pour eviter d'utiliser des conditions 
trop drastiques lors de I'elution de la proteine gpl20 
du support et pour limiter done les possibilites de 
denaturation, un ligand S plus faible af finite pour la 

20 proteine virale gpl20 a 6te choisi. II s'agit du CD4M9 
qui presente en ELISA une affinite (CI50) pour la 
proteine virale gpl20 entre O.ljaM et 1.0 \xM, selon 
I'isolat VIH-1. Le CD4M9 a ete modifie sur la position 
Lysll, deja utilisee dans les marquages precedents, 

25 pour inclure un groupement thiol supplement aire (deer it 
dans 1' exemple 1) qui a Ste ensuite utilise pour son 
immobilisation covalente sur le support Sepharose 4B, 
comme decrit ci-dessous. 

La resine EAH Sepharose (marque de commerce) 

3 0 (commercialisee par Pharmacia Biotech) comprenant 7 a 
12 /xmoles de fonctions amines primaires par ml de 
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resine seche est f onctionnalisee par un groupement 
tnaleimide. Pour cela, 12 ml de resine prealablement 
equilibres dans 24 ml d'eau sont traites pendant 12h 
avec 1,05 mg de reactif sulfo SMCC (ester 3-sulfo-M- 
5 hydroxysuccinimide de I'acide (4-N-mal6imido ethyl) 
cyclohexane-l-carboxylique (Sigma)) en maintenant le pH 
a environ 4,5. Le taux de substitution attendu est de 
200 nmoles de fonction maleimide par ml de r6sine 
s^che. L'excds de rSactif est ensuite retire par 

10 lavages successifs avec 100 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 
pH 8,0, puis avec un tampon 100 mM d* acetate sodicjue, 
500 nM NaCl, pH 4,0. Les fonctions amines libres 
restantes sont ensuite acfitylges par dexix traitements 
avec une solution d» anhydride acetique ^1%. A la 

15 resine f onctionnalisee par le malSimide sont ajoutes 
3,8 mg de peptide CD4M9 thiole. La rSaction est agitee 
§i 4^C pendant 12 heures . La resine est ensuite lavee et 
equilibree avec le tampon d' utilisation, 20 mM 
phosphate de sodium, 100 mM NaCl, pH 7,4. Une colonne 

20 chromatographique de 6.0 ml a ete preparee avec cette 
matrice qui contient environ 0.1 mg/ml de peptide selon 
la presente invention CD4M9 immobilise. Cette colonne a 
ete ensuite chargee avec le milieu de culture de la 
gpl20 et la prot6ine virale retenue sur la colonne a 

25 ensuite etS elu^e de la colonne avec traitement d'acide 
acetique 0.5 M, Les fractions SluSes avec I'acide 
acetique ont ete analysSes par SDS-PAGE et ensuite 
lyophilisees . L' analyse de ces fractions a demontre 
qu'elles contenaient la proteine virale gpl20. 

30 La figure 8 est une representation graphique du 

profil chromatographique obtenu dans cet exemple : 
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absorbance k 280 run (A280) en fonction du temps en 

minutes (t(tnin)). 

Le profil chromatographique de la figure 8 montre 
plusieurs pics d'#lution de la protSine de I'enveloppe. 
5 Les inventeurs pensent que les differents pics 
repr€sentent la prot^ine virale gpl20 a des degres 
differents de denaturation provoquSe par I'acide 
acStique utilise dans I'elution de la colonne. 

10 Tairaniple 10 s Cr iblaae 

Des molecules de la pr^sente invention ont ete 
marquees svec la fluoresc6ine ou la biotine sans 
alt€rer 1' affinity de liaison a la prot^ine virale 
15 gpl20. 

Dans cet exemple, un marquage est effectuS ayec 
des metaux lanthanides fluorescents ou des isotopes 
radioactifs, sans altSrer I'activitS de liaison" des 
peptides de la presente invention k la proteine virale 

20 gpl20. Ces peptides marques sont utilises en tant que 
traceurs, dans des experiences de criblage par 
competition de 1 • interaction de ces peptides avec la 
proteine virale gpl20 . 

Dans une premiere experience, la protSine virale 

25 gpl20 est immobilisee dans des micro-plaques a 96 puits 
et le peptide CD4M33, marqu# avec le lanthanide 
europium (HI) est mis en presence de cette proteine 
dans des conditions permettant 1 • interaction entre le 
peptide de CD4M33 et la proteine gpl20. Les mesures de 

30 signal (par exemple les mesures de fluorescence r^solue 
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dans le temps) permettent de quantifier la capacite des 
molecules criblees a deplacer les peptides marques. 

Dans une deuxieme experience, le peptide CD4M3 3, 
est marqu^ a la fluorescSine et lie a la proteine 
5 virale gpl20, et est dStecte par des mesures de 
polarisation de fluorescence en solution, dans des 
systdmes miniaturises. 

Ces deux systemes, utilises pour cribler des 
molecules capables d ' inhiber 1 • interaction CD4 -gpl2 0 , 
10 ne sont pas limitatifs. Les mol€cules detectSes par ce 
criblage reprSsentent des inhibiteurs de 1 • interaction 
CD4-gpl20 et done potent iellement des inhibiteurs de 
1' infection virale. 

Les techniques de mise en oeuvre utilisSes dans cet 
15 exemple sont decrites dans la littgrature notarament 
dans les documents [37, 38, 39 et 40]. 
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REVENDXCATXONS 

1. Peptide caract6ris4 en ce qu'il comprend la 
sequence (I) suivante : 

TPA- Xaa*- Xaa"- Ala ou Gin ou His - Arg ou Phe - 
Cys - Xaa''- Xaa**- Arg - Cys - Lys - Xaa*- Xaa'- 
Xaa^- Xaa**- Leu ou Lys - Xaa*" - Lys - Cys - Ala ou 
Gin - Gly ou (D)Asp ou Ser - Ser ou His ou Asn - 
Xaa^- Cys - Thr ou Ala - Cys - Xaa'^-NHa, 
dans laquelle TPA represents I'acide thiopropionique, 
Xaa*, Xaa**, Xaa^ Xaa**, Xaa», XaaS Xaa^, Xaa**, et XaaS 
sont des acides amines, naturels ou non naturels, 
identiques ou diff brents, Xaa^ repr^sente la 
p-naphtylalanine ou la phenylalanine ou la 
5 bi -phenylalanine, et Xaa'' represents Gly ou Val ou lie. 

2. Peptide selon la revendication 1, dans lequel 
la sequence (I) peut comprendre en outre un rSsidu 
proline lie au residu Xaa"*. 

0 

3. Peptide selon la revendication 1 ou 2, dans 
lequel Xaa^ est Gly. 

4. Peptide comprenant une sequence choisie parmi 
5 les sequences ID n»4, ID n«5, ID n«»6, ID n**?, ID n^S, 

ID n«9, ID n» 10, ID n«>ll, ID n«12, ID n«>13, ID n«»14, 
ID n<»15 et ID n°16 de la liste de sequence annexee . 

5. Precede de fabrication d'un peptide selon 
0 I'une quelconque des revendications 1 a 4, ledit 

procede comprenant une synthese chimique en phase 
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solide dudit peptide. 

6. Utilisation d'un peptide selon I'une 
quelconque des revendications 1^4 pour preparer un 
medicament . 

7. Utilisation d'un peptide selon I'une 
quelconque des revendications 1^4 pour preparer un 
agent antiviral. 

8. Utilisation d'un peptide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 4 pour preparer un 
medicament destine au traitement du SIDA. 

3^5 9. Vaccin comprenant un complexe d'un peptide 

selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 4 et 
d'une proteine d'enveloppe d'un virus- 

10. Vaccin selon la revendication 9, dans lequel 
20 le virus est un virus du SIDA. 

11. Utilisation d'un peptide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 4 pour la detection 
de molecules de I'enveloppe virale du VIH. 

25 

12. Utilisation d'un peptide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 4 pour fabriq^ier un 
produit de diagnostic. 

30 13. Utilisation d'un peptide selon I'une 

quelconque des revendications 1^4 oomme ligand 
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immobilise pour f onctionnaliser une matrice de 
chromatographie . 

14. utilisation d'un peptide selon I'une 
5 quelconque des revendications 1 a 4 dans un proc6d4 de 
criblage . 
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<110> CEA 

<120> PEPTIDE D'AFFINITE A LA PRpTEINE gp 120 

<130> B13685.3EE 

<140> 
<141> 

<160> 18 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Sequence Gln33 4 Pro48 du C04 humain 
<400> 1 

Gin lie Lys lie Leu Gly Asn Gin Gly Ser Phe Leu Thr Lys Cly Pro 
1 5, 10 15 

<210> 2 

<211> 31 ' 
<212> PRT 
<213> scorpion 

<400> 2 . 

Ala Phe Cys Asn Leu Arg Met Cys Gin Leu Ser Cys Arg Ser Leu Gly 
15 10 15 

Leu Leu Gly Lys Cys lie Gly Asp Lys Cys Glu Cys Val Lys His 
2Cr' 25 30 



<210> 3 

<211> 28 

<212> PRT 

<213> Sequence drtificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 

1 



_0a0S9146A2J_s 
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issue de la scyllatoxine 
<400> 3 

Cys Asn Leu Ala Arg Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Gly Pro 
20 25 



<210> 4 
<211> 28 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 
<400> 4 

Xaa Asn Leu Ala Arg Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Gly Pro 
20 25 



<210> 5 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scillatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<22 3> acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD RES 



2 
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<222> (23) 

<223> bi-phenylalanine ou naphtylalanine 
<400> 5 

Xaa Asn Leu His Phe Cys Val Gin Arg Cys His Ser Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Xaa Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 6 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
'<220> 

<223> Description de la .sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 
<4 00> 6 

Xaa Asn Leu Ala Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 



Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 7 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 



<400> 7 



02059146A2 I > 



wo 02/059146 
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Xaa Asn Leu Ala Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Ser Ser Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 8 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 
<400> 8 

Xaa Asn Leu Ala Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly His Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 9 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 
<400> 9 

Xaa Asn Leu Ala Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Asn Phe Cys Ala Cys Val 
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<210> 10 
<211> 27 
.<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi-phenylalanine ou naphtylalanine 
<400> 10 

Xaa Asn Leu Gin Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Xaa Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 11 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi-phenylalanine ou naphtylalanine 

5 
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<4O0> 11 

xaa Asn Leu His Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Gin Gly Ser Xaa Cys Thr Cys Val 
20 25 



<210> 12 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi-phenylalanine ou naphtylalanine 
<400> 12 

xaa Asn Leu Ala Arg Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 15 



Gly Lys Cys Ala Gly Ser Xaa Cys Ala Cys Val 



20 25 



<210> 13 

<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: seque 
issue de la scyllatoxine 

<220> i 
<221> MOD_RES ' 
<222> (1) i 

6 
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<223> acide thiopropionique 
<220> 

<221> MOD^RES 
<222> (23) 

<223> bi-phenylalanine ou naphtylalanine 
<400> 13 

Xaa Asn Leu His Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Xaa Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 14 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxlne 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 



<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (23) 

<223> bi-pKenylalanine ou naphtylalanine 
<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (21) 

<223> isom^re D de Asp 
<400> 14 

Xaa Asn Leu His Phe Cys Gin Leu Arg Cys Lys Ser Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Gly Lys Cys Ala Xaa Ser Xaa Cys Ala Cys He 
20 25 



<210> 15 



BNSDOaD: <WO_0a0591 48A2_L> 
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<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> (1) 

<223> acide thiopropionique 
<400> 15 

Xaa Asn Leu His Phe Cys Val Gin Arg Cys His Ser Leu Gly Lys Leu 
1 .5 10 " 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Val 
20 • 25 ^ 



<210> 16 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 

<220> 

<221> MOD_RES 
<222> U) 

<223> acide thiopropionique 
<400> 16 

xaa Asn Leu His Phe Cys Val Gin Arg Cys His Ser Leu Gly Leu Lys 
15 10 " 

Gly Lys Cys Ala Gly Ser Phe Cys Ala Cys Val 
20 25 



<210> 17 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: sequence 
issue de la scyllatoxine 



<400> 17 ^rJf*^ 

Cys Asn Leu Ala Arg Cys Gin Leu Ser Cys Lys Ser Leu Gly Leu Lys 
1 5-10 15 

Gly Gly Cys Gin Gly Ser Phe Cys Thr Cys Gly 
20 ' 25 



<210> 18 
; <211> 33 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
issue de la charybdotoxine 

<400> 18 

Val Ser Cys Thr Thr Ser Lys Glu Cys Trp Ser Val Cys Gin Arg Leu 
1 5 10 15 

His Asn Thr Ser Lys Gly Gly Cys Gin Gly Ser Phe Cys Thr Cys Gly 
20 25 30 

Pro 
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(54) Title: PEPTIDES HAVING AFFINITY FOR TOE GP120 VIRAL PROTEIN AND USE THEREOF 



(54) Titre : PEPTIDES PRESENTANT UNE AFFINTTE POUR LA PROIEINE VIRALE GP120, ET UTILISATION DE CES 
PEPTIDES 



(57) Abstract: The invention concerns a £aznily of peptides exhibiting high affinity and specificity for the gp 120 viral protein, and 
methods for producing said peptides, and the use of said peptides. The inventive peptides are characterised in that they comprise 
the following sequence (A): TPA-P^-Cys-P^-Cys-P'-Cys-Ala or Gln-Gly or (D) Asp or Ser or His or Asn-Xaa'-Cys Thr or Ala-Cys- 
aas Xaa'^NH2, wherein TPA represents thiopropionic acid; jXaa' represents p-naphthylalanine, phenylalanine or bi-phenylalanine; Xaa^ 

represents Gly, Val or Beu; P^ represents 3 to 6 amino acids, P^ represents 2 to 4 amino acids and P^ represents 6 to 10 amino adds, 

the amino acids in P^ P^ and P^ being natural or synthetic, identical or different and P^, P^ and P?3 ^having or not having a common 
sequence, said pqptide having a P haiipin conformation whereof the p bend is foimed by Ala or Glumly or CDAsp or Ser or His 
^2 Asn-Xaa*^ amino a^id residues of its sequence (A). Said peptide can be used for making a medicine, a vaccine, a chromatography 
column and for screening. 



NO 

OS 
IT) 

o 



(57) Abrigfi : La pr6sente invention se rapporte k une famille de peptides pr^sentant une affinity et une sp6cificit6 ^kvdes pour 
la prot^ine virale gpl20, k des proc^d^s de fabrication de ces peptides, et k 1' utilisation de ces peptides. Le peptide de la pi^ente 
invention se caract6rise en ce qu'il comprend la s^uence (A) suivante : TPA - P^ - Cys - P^ - Cys - P^ - Cys - Ala ou Gin -Gly ou 
(D) Asp ou Ser - Ser ou His ou Asn - Xaa' - Cys Thr ou Ala - Cys- Xaa^ - NH2 dans laquelle TPA repx^sente Tacide thiopropionique, 
Xaa^ repr^ente la 3-napthylalanine, la phenylalanine ou la bi-ph^nylalanine, Xaa^ repr^sente Gly, Val ou Beu, P^ represents 3 k6 
acides amines, P^ repr^sente 2k4 acides amines et P^ repr^sente 6 i 10 acides amines, les acides amines dans P^, P^ et P^ 6tant 
naturels ou non naturals, identiques ou dififdrents et P^, P^ et P^ ayant ou non une sequence commune, ledit peptide pr^sentant une 
confomiation en ^pingle k cheveux p dont le coude p est form^ par les i^sidus acides amines Ala ou Glu - Gly ou CDAsp ou Ser ou 
His ou Asn- Xaa^.de sa sequence (A)« U pent 6tre utilise, pour fabriquer un medicament, un vaccin, une colonne de chiomatogiaphie 
et pour faiie un criblage. - 
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BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□hlMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SroES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 
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